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CD differenciálódási antigének rendszere 
CE kapilláris elektroforézis 
CID ütközés által kiváltott disszociáció 
Da dalton 
DTT 1,4-ditio-treitol 
ECD elektron befogás indukálta disszociáció 
EF2 elongációs faktor EF-2 
EGFR2 epidermális növekedési faktor receptor 2 
EGFRvIII epidermális növekedési faktor receptor vIII 
ESI elektrospray ionizáció 
ETD elektron-transzfer disszociáció 
FA hangyasav 
GAPDH gliceraldehid-3-foszfát dehidrogenáz 
GP100 gp100 antigén 
HPLC nagy hatékonyságú folyadékkromatográfia 
IL1b interleukin-1 béta 
LAMP1 lizoszóma-asszociált membrán protein 1 
LCK limfocita specifikus protein tirozin kináz 
MALDI mátrix segített lézer deszorpció/ionizáció 
MART1 T-sejtek által felismert melanomaantigén 
MFGE8 “milk fat globule-epidermal growth factor 8” 
MHC hisztokompatibilitási komplex 
miRNS mikro-RNS 
mRNS hírvivő RNS 
MHC  fő hisztokompatibilitási komplex  
MS tömegspektrometria 
MTEC medulláris thymus epithel sejtek 
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NTA „nanoparticle tracking analysis” 
PGK1 foszfo-glicerát kináz 1 
PIGR polimer immunglobulin receptor 
PKM2 piruvát kináz 2 
PS foszfatidilszerin 
Q kvadrupól analizátor 
QQQ hármas kvadrupól analizátor 
QTOF kvadrupól és repülési idő analizátor 
Qtrap kvadrupól és ioncsapda analizátor 
Rab “ras-associated binding” 
RAC1 “ras-related C3 botulinum toxin substrate 1” 
SDS nátrium-dodecil-szulfát 
SLE szisztémás lupus erythematosus 
TCR T-sejt receptor 
TEM transzmissziós elektronmikroszkópia 
TOF repülési idő analizátor 
TSG101 “tumor susceptibility gene 101” 







I. 1. Extracelluláris vezikulumok és biológiai jelentőségük  
 
A többsejtű élőlények sejtek közötti kommunikációjának legismertebb módja a 
kémiai transzmisszió, amikor a sejtek által szekretált kismolekula vagy fehérje 
transzmitterek környező vagy távolabbi sejteken található receptoraikhoz kötődve fejtik 
ki hatásukat. Ilyen esetben a hatás kialakulásának feltétele, hogy a célsejt rendelkezzen 
az adott molekulára specifikus receptorral. A receptor-ligandum kapcsolódása jelátviteli 
folyamatot indít, melynek eredménye a sejt működésének valamilyen változása. A 
kémiai jelátvitel alapján megkülönböztetünk autokrin, parakrin, endokrin és neurokrin 
kommunikációt [1]. Autokrin jelátvitel esetén a sejt által szekretált hírvivő magán a 
kibocsátó sejten található receptorhoz kötődik. Parakrin jelátvitelről beszélünk, ha a 
hírvivő a környező sejteken található receptorához kötődik. Endokrin kommunikáció 
alatt a hormonális jelátvitelt értjük, amikor a receptorok távoli sejteken találhatóak, 
neurokrin kommunikáció alatt pedig a klasszikus, elsősorban idegsejtekre jellemző 
neurotranszmissziót. 
A közelmúltban a sejt-sejt kommunikáció egy újabb változata keltette fel a 
kutatók figyelmét és került az érdeklődés középpontjába. Ismertté vált, hogy a sejtek 
extracelluláris vezikulumok kibocsátásával is küldhetnek információt. Ezek a 
vezikulumok specifikus sejtfelszíni elemekhez kapcsolódva képesek átadni a bennük 
szállított molekulákat a fogadó sejtnek [2]. Az extracelluláris vezikulumok [3] 
foszfolipid kettős réteggel határolt nanométer méretű szubcelluláris struktúrák, melyek a 
gazdasejt citoszoljából származó különböző molekuláris alkotókat (pl. fehérjéket, 
mRNS-t, miRNS-t) tartalmaznak. Ezen vezikulumok különböző módon képesek 
befolyásolni a környező célsejtek tulajdonságait. Receptorkötődést követően 
intracelluláris jelátvitel indukálására képesek, vagy akár új tulajdonságok megjelenését 
(pl. metasztázisra való hajlam) idézhetik elő a vezikulumból származó receptorok, 
enzimek vagy genetikai anyag átadását követően [2]. Mivel a különféle molekuláris 
alkotók egyidejűleg hatnak a célsejtekre, komplexebb, gyorsabb és hatékonyabb 
működésváltozást (hatást) válthatnak ki, mint, ami a klasszikus receptor-ligandum 
kölcsönhatás esetén elérhető lenne. 
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A szekretált extracelluláris vezikulumoknak különböző szerkezeti és biokémiai 
tulajdonságokkal rendelkező csoportjai különíthetőek el intracelluláris eredetük alapján. 
Ennek megfelelően ezek a vezikulumok eltérő módon befolyásolják a környező vagy a 
távolabbi sejtek működését. A különböző szövetekben a sejtek állapotától függően 
egyidejűleg többféle eredetű és méretű vezikulum populáció is jelen lehet, melyek 
összetétele időben és térben változik [3]. Extracelluláris vezikulumokat apoptotikus 
sejtek is kibocsátanak [4], így a pusztuló sejteket is tartalmazó sejtkultúrákat 
szennyezhetik az apoptotikus sejt eredetű vezikulumok, melyek az élő sejtből származó 
vezikulumoktól eltérő összetételűek és tulajdonságúak.   
A vezikulumok rendkívüli jelentőségét mutatja a különféle biológiai, 
immunológiai folyamatokban betöltött szerepük (pl. tumor patogenezis, autoimmun 
megbetegedések, fertőző ágensek terjesztése, T-sejtek számára történő antigén 
prezentálás, intercelluláris kommunikáció, immunmoduláló hatás, stb.). A daganatos 
betegek testfolyadékából vagy vérplazmájából izolált vezikulumokban egyedi, az adott 
daganatra jellemző fontos molekulák (biomarkerek) találhatóak és nyerhetők ki [5]. 
Ilyen molekulák közé tartoznak bizonyos effektor fehérjék (szöveti faktorok), 
onkoproteinek (pl. EGFRvIII) és miRNS-ek. [6-8]. A közelmúltban az extracelluláris 
vezikulumok új terápiás szerekként történő alkalmazásáról is beszámoltak daganatos 
megbetegedések esetén [9-11], kihasználva, hogy a vezikulumok felszínén jelenlévő 
antigén(ek) immunválaszt indukálnak, ami a daganatos sejteket is elpusztítja. Az I. 
fázisú klinikai vizsgálatok ígéretesnek bizonyultak. Egy másik jelentős alkalmazási 
terület lehet a vezikulumok vektorokként történő felhasználása génterápia során [12].  
 
I. 1. 1. Extracelluláris vezikulum populációk és jellemzőik 
 
A különféle méretű és eredetű vezikulum populációk terminológiája az 
irodalomban nem egységes. Jelen esetben a Théry által javasolt nevezéktant használom 
[2], azzal a különbséggel, hogy az összes sejt-eredetű vezikulum gyűjtőneveként az 
extracelluláris vezikulum kifejezést [3] használom, a membrán vezikulum kifejezés 
szinonimájaként. Képződésük szerint két fő csoportot különböztetünk meg; a 
mikrovezikulumokat (átmérő 100-1000 nm), melyek a plazmamembránról lefűződéssel 
keletkeznek, illetve a multivezikuláris testekből exocitózis hatására felszabaduló 
exoszómákat (átmérő 30-100 nm). Ez a két populáció a leginkább vizsgált és jellemzett 
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vezikulumok közé tartozik. A nagy átmérővel rendelkező apoptotikus testek (átmérő 1-5 
μm) pedig az apoptózis alatt álló sejtekből szabadulnak fel. Meglepő módon a 
mikrovezikulumokkal hasonló elven képződő apoptotikus testek [13] sokszor kívül 
esnek az extracelluláris vezikulumok vizsgálatának látókörén. 
Az extracelluláris vezikulumok egyéb csoportjait képezik az exoszóma-szerű 
vezikulumok, valamint a membránpartikulák [2]. Az exoszóma-szerű vezikulumok [14] 
eredete azonos az exoszómákéval, azonban nem tartalmaznak bizonyos, exoszómákra 
jellemző lipid komponenseket és méretük, valamint szedimentációs tulajdonságaik 
szintén eltérnek az exoszómákétól. A membránpartikulák [15] plazmamembránból 
származó kisebb, 50-80 nm átmérőjű vezikulumok. A három legfontosabb 





Az exoszómákkal kapcsolatos kutatások az 1980-as évek elején kerültek 
középpontba. Az exoszóma elnevezést elsőként 1981-ben Trams használta [16], aki az 
exoszómákat sejtekről leváló vezikulumokként jellemezte, melyek a gazdasejtre 
jellemző enzimaktivitással rendelkeznek. Ezt követően a transzferrin receptor vizsgálata 
során Harding és Stahl számolt be patkány retikulocitákból képződő kicsi vezikulumok 
létezéséről [17], majd Pan és munkatársai igazolták elektronmikrószkóppal az 
exocitózissal keletkező, körülbelül 50 nm nagyságú vezikulumok létezését [18].   
A foszfolipid kettős réteggel határolt exoszómák mérete (30-100 nm átmérő) a 
vírusok mérettartományába esik. Az exoszómák endoszomális eredetűek, 
multivezikuláris testek exocitózisa során keletkeznek konstitutívan vagy indukálás 
hatására [2]. A multivezikuláris testek az endolizoszomális transzport fontos köztes 
állomásai, több korai endoszóma fúziójakor képződnek.  
Míg eleinte elsősorban immun (dendritikus sejt [13, 19], T-sejt [20], B-sejt [21, 
22] és makrofág [19]), valamint tumor sejt eredetű [23, 24] exoszómákat jellemeztek, 
jelenleg egyre több publikáció számol be különböző testnedvekből (pl. vér [25], vizelet 
[26], szinoviális folyadék [27], anyatej [28] stb.) izolált exoszómák vizsgálatáról is [29]. 
Külső felszínükön foszfatidilszerint (PS) [30] és számos fehérjét, pl. CD63, 
CD81, CD9 és TSG101 hordozhatnak [31]. A különböző sejttípusokból és 
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testnedvekből származó exoszómák fehérjéit széles körben vizsgálják 
tömegspektrometria, Western blot, áramlási citometria és immun elektronmikroszkópia 
segítségével. A különböző eredetű exoszómák fehérjéinek nagy része azonos. Az 
általánosan előforduló fehérjecsaládok közé tartoznak a Rab családba tartozó GTP-ázok, 
az annexinek, a tetraspaninok és a hősokk fehérjék [31]. Egyéb, exoszómákban gyakran 
azonosított fehérjék közé tartoznak metabolikus enzimek (GAPDH, enoláz1, aldoláz1, 
PKM2, PGK1), riboszomális fehérjék, transzmembrán fehérjék (PIGR, LAMP1 és 
CD59), jelátvivők (syntenin, 14-3-3, G fehérjék, RAC1), adhéziós fehérjék (MFGE8 és 
integrinek), ATP-ázok, citoszkeletális molekulák (aktinok, tubulinok, kofilin1, ezrin, 
profilin1, moezin, radixin, miozin, keratinok, gelsolin, fibronektin1) és ubiquitin 
molekulák (ubiquitin B és C) [31]. 
Sokrétű biológiai funkcióik közé tartozik az antigén prezentálás, 
immunmoduláló hatás, sejt-sejt kommunikáció és feltételezhetően fertőző ágensek 
(prionok [32] és retrovírusok [33, 34]) szállítása és terjesztése. Tumor-eredetű 
exoszómákban található gyakori antigének a donor sejt felszínének transzmembrán 
fehérjéi (pl. a különböző rákos megbetegedésekben előforduló humán EGFR2 és 
karcinoembrionális antigén) vagy a donor sejt endoszomális kompartmentjének fehérjéi, 
pl. MART1, gp100, stb. [2]. Ezen antigének mellett a szekretált vezikulumok peptid-
MHC komplexeket is hordoznak külső felszínükön, melyeket közvetlenül 




A mikrovezikulumokat elsőként 1946-ban Chargaff és West jellemezte a 
vérlemezke-mentes plazma kicsapható alkotójaként, mely képes trombint termelni [35]. 
Két évtizeddel később, 1967-ben Peter Wolf a friss vérplazmából ultracentrifugálással 
elválasztott lipid-gazdag frakcióként karakterizálta [36]. A mikrovezikulumok átmérője 
100-1000 nm tartományba esik  [2], a vérplazmában lévőké 100-400 nm [37]. Méretük 
átfed a baktériumok és az oldhatatlan immunkomplexek méretével [3]. A 
plazmamembránról történő lefűződés során szabályozott körülmények között 
keletkeznek. A tumor sejtektől eltekintve, melyek folyamatosan bocsátanak ki 
mikrovezikulumokat [38], a vezikulum lefűződésének üteme általánosan lassú [39]. A 
mikrovezikulumok szabályozott felszabadulása hatékonyan indukálható bizonyos 
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sejtfelszíni receptorok aktiválásával, melyek intracelluláris kalciumszint emelkedést [2] 
és ezáltal plazmamembrán átrendeződést váltanak ki.  
Elsődlegesen vérlemezkék, vörösvérsejtek és endoteliális sejtek származékaiként 
jellemezték őket [3]. A mikrovezikulumok legfontosabb funkciói a következők: 
prokoaguláns aktivitás [40], IL1b szekréció [41], részt vesznek a rheumatoid arthritis 
patogenezisében [42], hozzájárulnak a tumorok proinvazív jellegéhez [43], sejten belüli 
onkogén átalakulást indukálnak [44], részt vesznek a fetomaternális kommunikációban 
[45]. PS-t expresszálnak felszínükön, habár beszámoltak PS externalizáció nélküli 
mikrovezikulumok létezéséről is [46]. 
Analitikai meghatározásuk általában áramlási citometria és antigén-antitest 
reakció alapján történik [47].  
 
I.1.1.3. Apoptotikus testek 
 
Az apoptotikus test elnevezés Kerrtől származik [48]. Az apoptotikus testek 
apoptózis alatt álló sejtekből szabadulnak fel, 1-5 μm közötti átmérőjűek, 
mérettartományuk a vérlemezkékével körülbelül megegyezik [49]. Jellemző rájuk a PS 
externalizációja és tartalmazhatnak DNS fragmenseket [50]. Fontos szerepet játszanak 
többek között onkogének [51] és DNS [52] horizontális szállításában, valamint a B 
sejtes autoantigének bemutatásában [53]. Kimutatták, hogy az apoptotikus testek 
felvétele a makrofágokba immunszupresszióhoz vezet [54]. Izolálásuk helyett a legtöbb 
vizsgálatban apoptózis alatt álló sejtek ko-kultúráit használják ezen struktúrák 
funkcióinak vizsgálatához, szerepük megértéséhez. 
Az 1. táblázatban a három extracelluláris vezikulum populáció néhány jellemző 



























































































































































































































































































































































































































































I. 2. Extracelluláris vezikulumok izolálása, analitikai 
vizsgálata 
 
Tekintettel a vezikulum populációk kis méretére, a vizsgálatukra használható 
analitikai eszközök meglehetősen korlátozottak. Az analitikai tényezők 
standardizálására az utóbbi időben egyre nagyobb hangsúlyt fektetnek [47, 55]. A 
következőkben összefoglalom a vezikulumok izolálásával kapcsolatos nehézségeket, 
valamint az azonosításukhoz és mennyiségi meghatározásukhoz használatos analitikai 
módszereket. 
 
I. 2. 1. Izolálás 
 
Annak ellenére, hogy a különböző vezikulum populációk izolálása hasonló elven 
történik, széles körben elfogadott standard protokoll csak az exoszómák izolálása esetén 
áll rendelkezésre. Kinyerésük (izolálásuk) szacharóz grádiensen történő 
ultracentrifugálás (100 000-200 000 g) segítségével lehetséges [56]. Az exoszómák 
sűrűsége 1,13–1,19 g/ml [2].   
A mikrovezikulumok és apoptotikus testek izolálására nem áll rendelkezésre 
standard protokoll. Az előbbiek esetében általánosan 18 000 g (30 perc) – 100 000 g (60 
perc) centrifugálást alkalmaznak [57]. Az izolálást nehezíti a biológiai mintákban és sejt 
felülúszókban a többféle, méretben átfedő vezikulum populáció egyidejű jelenléte. 
További nehézséget jelenthet a differenciál-centrifugálás során bizonyos populációk 
szelektív elvesztése is [58]. Ezen problémákra nyújthat megoldást az extracelluláris 
vezikulumok immunaffinitáson alapuló izolálása [59]. 
 
I. 2. 2. Detektálás és méret meghatározás 
 
A vezikulum populációk kis mérete miatt viszonylag kevés módszer áll 
rendelkezésre detektálásukhoz. Méretük meghatározása elsődlegesen transzmissziós 
elektronmikroszkóppal (TEM) lehetséges. A felvétel elkészítéséhez szükséges a 
vezikulumok izolálást követő koncentrálása centrifugálással, majd dehidratálása és 
rögzítése. Ezek a lépések azonban befolyásolhatják/megváltoztathatják a vezikulumok 
méretét és morfológiáját [3].  
13
DOI:10.14753/SE.2012.1772
Dale és munkatársai konfokális lézer mikroszkóppal jellemeztek vérlemezke 
eredetű mikropartikulákat [60]. A detektálás előtt a mikropartikulákat fluoreszcensen 
jelzett antitestekkel jelölték. A kapott eredményt befolyásolhatja azonban az antitest 
specificitása és affinitása a cél antigénhez, valamint az antigén mennyisége a 
mikropartikula felszínén. Az említett hátrányok ellenére a transzmissziós 
elektronmikroszkópia és a fluoreszcens konfokális lézer mikroszkópia az egyedüli 
módszerek melyekkel egyidejűleg lehet vizsgálni a vezikulumok eredetét, méretét és 
szerkezetét. 
 
       A       B 
 
1. ábra Thymus vezikulumokból izolált apoptotikus testek (A) és 
mikrovezikulumok (B) elektronmikroszkópos felvétele [61]  
 
A vezikulumok méretének meghatározására használható a fentieken kívül a 
dinamikus fényszórás mérés is. A módszer a megvilágított részecskék által szórt fény 
vizsgálatán alapul, melyből a részecskék tulajdonságaira lehet következtetni. A technika 
hátránya, hogy elsősorban monodiszperz részecskék vizsgálatára használható, míg a 
sejt-eredetű vezikulumok többsége polidiszperz. Emiatt a dinamikus fényszórással 
becsült vezikula méreteloszlás hibával terhelt, hiszen a kis mennyiségben jelenlévő 
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nagyméretű vezikulák vagy szennyezők jobban szórják a fényt a kisméretű 
vezikuláknál. 
A dinamikus fényszóráshoz hasonló módszer a „nanoparticle tracking analysis” 
(NTA). A módszer folyadékban jelenlevő részecskék vizsgálatára alkalmas, 
mozgásukból következtet méretükre. A módszer óriási előnye, hogy fluoreszcens 
üzemmódban alkalmas 50 és 1000 nm közötti polidiszperz részecskék vizsgálatára [62]. 
A kapott eredmények pedig jól egyeznek a transzmissziós elektronmikroszkóppal 
készített felvételekével [62].  
A vezikulumok felületén található anyagok vizsgálatára atomerő-mikroszkóp 
használatos. Az atomerő-mikroszkóp működése a felületet pásztázó tű végén elhelyezett 
egyetlen, legtöbbször CO molekula és a felület atomjai között fellépő taszító erő 
mérésén alapul.  Nemrégiben Yuana és munkatársai [63] igazolták, hogy az atomerő-
mikroszkóp érzékenyen képes azonosítani a mikropartikulák bizonyos alcsoportjait az 
áramlási citometria által mérhető mérettartománynál jóval kisebb, nano-tartományban 
is. Az atomerő-mikroszkópot vérlemezke eredetű mikropartikulák képződésének 
nyomon követésére is felhasználták már [64].  
 A Western blot eljárást gyakran alkalmazzák vezikulumokban található fehérjék 
kimutatására. A tömegspektrometrián alapuló fehérje azonosítás elterjedése óta azonban 
főként a tömegspektrometriai adatok validálására használatos. 
 
I. 2. 3. Vezikulumok mennyiségi meghatározása 
 
A vezikulumok mennyiségi meghatározására elsődlegesen az áramlási 
citometriát használják. A vezikulumok egy lézer előtt haladnak el a minta áramlása 
során. A kiértékelés a vezikulumok fényszórásán alapul. A módszer előnyei közé 
tartozik gyorsasága és hogy lehetőséget ad a vezikulumok eredetének és mennyiségének 
meghatározására is. Hátránya, hogy csak a 200 nm-nél nagyobb méretű vezikulumok 
detektálására képes, így az exoszómák és kisebb méretű vezikulumok a módszerrel 
közvetlenül nem vizsgálhatóak. Az extracelluláris vezikulumok áramlási citometrián 
alapuló meghatározásának standardizálása terén az elmúlt időben óriási előrelépések 
történtek [65, 66]. A vezikulumok abszolút számának, illetve koncentrációjának 
meghatározásához ismert koncentrációjú gyöngyökkel végzett kalibrációt alkalmaznak. 
A mikrovezikulum populáció meghatározásához 1 µm átmérőjű gyöngyöket 
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használnak, melyek a felső mérethatárt jelölik. A vezikulumok eredetének 
meghatározása fluoreszcensen jelölt antitestek hozzáadásával lehetséges. Habár nem 
minden mikrovezikulum expresszál PS-t a külső felszínén [46, 67], a mikrovezikulumok 
teljes mennyiségének meghatározására fluoreszcens festékkel jelölt annexin V antitestet 
alkalmaznak. Az annexin V PS-hez való kötődését azonban befolyásolja a kalcium 
koncentráció, valamint a membrán PS tartalma [46]. A mennyiségi meghatározásban 
további problémát jelenthet a mikrovezikulumokkal méretben átfedő oldhatatlan 
immunkomplexek jelenléte, melyekről kimutatták, hogy szintén jelet adnak az áramlási 
citométerben [37].  
A mikrovezikulumok és fehérjekomplexek által adott jelek kis koncentrációjú 
detergens hozzáadásával elkülöníthetőek, hiszen ezek a vezikulumok lízisét okozzák, 
viszont az immunkomplexeket és fehérjeaggregátumokat nem bontják szét [37]. A 
detergens optimális koncentrációját minden esetben titrálni kell. 
A vezikulumok alcsoportjainak mennyiségi meghatározása történhet antigén-
antitest reakció alapján is. Az antitesttel reakcióba lépő vezikulumok másodlagos 
antitest segítségével [68] vagy valamilyen egyéb tulajdonságuk alapján, pl. 
prokoaguláns aktivitás [69] jellemezhetőek illetve kvantifikálhatóak. A módszer előnye 
pl., hogy közvetlenül lehetséges a mikrovezikulumok vérből történő meghatározása, 
míg hátránya a korlátozott tapasztalat, illetve a kötődés kinetikájával kapcsolatos 
kérdések tisztázatlansága.  
A vezikulumok fehérje összetételéről a legrészletesebb információt a 
tömegspektrometriai vizsgálatok nyújtják. 
 
 
I. 3. A tömegspektrometria szerepe extracelluláris 
vezikulumok vizsgálatában  
 
 A vezikulumokban található fehérjék azonosítására elsősorban a 
tömegspektrometriai módszereket alkalmaznak, kihasználva a technika kitűnő 
érzékenységét és felbontóképességét. Ehhez azonban szükséges a fehérjék 
extrakciójának és a kis anyagmennyiségekkel kapcsolatos egyéb problémáknak a 
megoldása. A tömegspektrometriához szervesen csatlakoznak a mintaelválasztó 
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módszerek (pl. HPLC és elektroforézis), ezeket a technikákat néhány szóban szintén 
ismertetem. 
 
I. 3. 1. Tömegspektrometria 
 
A tömegspektrometria a vegyületek molekulatömegének meghatározásán 
alapuló nagy hatékonyságú analitikai eljárás, melynek feltétele a molekulák ionizációja. 
A tömegspektrométer a következő részekből áll: ionforrás, analizátor – itt történik a 




2. ábra A tömegspektrometriás vizsgálat folyamata (Az ábra saját készítésű a 
http://www.astbury.leeds.ac.uk/facil/MStut/mstutorial.htm internetes oldal 
felhasználásával) 
 
A tömegspektrométerrel készített felvételen, a tömegspektrumban a vizsgált 
mintamolekula intenzitása szerepel tömeg/töltés arányának függvényében. A módszer 
óriási előnyei közé sorolhatók nagy érzékenysége (10-15 mol anyag egyszerűen 
vizsgálható), a rövid analízisidők, valamint kromatográfiás rendszerekhez való 
kapcsolhatósága, mely bonyolult keverékek vizsgálatát is lehetővé teszi. Hátrányaiként 
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említhető, hogy a felvett spektrumok kiértékelése bonyolult lehet, valamint az izomerek 
megkülönböztetése nehézségekbe ütközhet előzetes kromatográfiás elválasztás vagy 
minta-előkészítési lépések alkalmazása nélkül.  
Az eltérő elveken működő ionforrások rendkívül sokféle anyag (atomok, 
molekulák, fehérjék, polimerek, komplexek stb.) vizsgálatát teszik lehetővé. A pontos 
tömeg meghatározásán kívül a tömegspektrométer jelentős szerkezetvizsgáló módszer 
is. A tandem tömegspektrometria segítségével nyomon követhető valamilyen 
kiválasztott molekula fragmentációja, így fontos információt nyerhetünk a vizsgált 
anyagunkról. Ez különösen fehérjék meghatározásakor fontos, hiszen a tandem 
tömegspektrometria segítségével lehetséges a peptidszekvencia meghatározása. A rutin 
analitikában elsősorban szennyezések kimutatására, illetve metabolitok szerkezetének 
felderítésére alkalmazzák.  
 
I. 3. 1. 1. Ionizációs módszerek biomolekulák vizsgálatára 
 
A tömegspektrometria előnyei jól kihasználhatóak a proteomikai vizsgálatok 
során. A proteomika az élő szervezetben előforduló összes fehérje, azaz a proteom 
megismerésével foglalkozó tudományterület. Célja a fehérjék szerkezetének, biológiai 
funkciójának és ezek térbeli és időbeli változásának felderítése [70]. Korszerű kémiai 
analitika eszközök felhasználásával válik lehetővé az igen eltérő mennyiségű fehérjék 
kimutatása, azonosítása, szerkezetük meghatározása [70]. A proteomikával kapcsolatos 
vizsgálatokat nagyban elősegítette a tömegspektrometria rohamos fejlődése. Az 1980-as 
évek végén felfedezett két lágy ionizációs módszer –  az elektroporlasztásos ionizáció 
(ESI), valamint a mátrix segített lézer deszorpció ionizáció (MALDI) – bevezetése tette 
lehetővé ezen nagy molekulatömegű anyagok analízisét és a proteomika igazi 
térhódítását. A két ionizációs módszer feltalálóit 2002-ben Nobel-díjjal jutalmazták.  
Az óriási biomolekulák vizsgálatára is alkalmas ESI-t 1989-ben Fenn és 
munkatársai [71] írták le, ami azóta is a proteomikai kutatások egyik leggyakrabban 
alkalmazott ionizációs technikája. A folyékony halmazállapotban lévő minta egy 
kapillárison áthaladva jut el az ionforrásig, ahol a nagy feszültség, porlasztógáz és fűtés 
az ionizációt segítik elő. A kapilláris és a vele szemben elhelyezett ellenelektród között 
kialakuló elektrosztatikus tér hatására a kapillárisból kilépő folyadék töltött cseppekre 
esik szét. Az ESI mechanizmusát kétféle modellel magyarázzák: a töltésmaradvány 
18
DOI:10.14753/SE.2012.1772
modell szerint a képződött többszörösen töltött cseppek a fellépő párolgás 
következtében egy kritikus méretet elérve a töltés taszítás miatt „szétrobbannak” 
(Coulomb robbanás). Ennek következtében egyre kisebb méretű cseppek keletkeznek, 
és végül csak a minta protonált ionjai (MH+) jelentkeznek. Az ion evaporációs modell a 
többszörösen töltött ionok képződését azzal magyarázza, hogy a töltött aeroszol csepp 
kisebb oldószer cseppeket lök ki magából, amelynek következtében az összes oldószer 
elpárolog. Az ESI óriási előnye, hogy kapcsolható kromatográfiás rendszerhez. A 
vizsgálandó minta bejuttatása nem csak közvetlenül direkt injektálással történhet, 
hanem on-line HPLC-ESI-MS kapcsolással is. Az elválasztás hatékonysága jelentősen 
növelhető nanoUPLC alkalmazásával [72]. A gyorsabb és hatékonyabb elválasztás 
érdekében a nanoUPLC a HPLC-nél magasabb nyomáson működik és a töltet 
szemcsemérete kisebb (< 2 μm). Az utóbbi időben a nanoUPLC-t általánosan 
alkalmazzák biológiai minták elválasztására.  
Fontos azonban, hogy a kromatográfia során csak illékony pufferek 
használhatóak (pl. ammónium-formiát, ammónium-karbonát), mivel a rendszer nem 
tolerálja a sókat és szennyezéseket. Mivel többszörösen töltött molekulaionok is 
keletkezhetnek, a módszerrel vizsgálható molekulák köre rendkívül széles: nagy 
molekulatömegű proteinek, glükoproteinek, oligonukleotidok és polimerek analízisét 
teszi lehetővé. A módszer rendkívül érzékeny, 10-12-10-15 mol anyag kimutatása és 
azonosítása rutinszerű, továbbá mennyiségi meghatározásra is alkalmas. Az ionforrást 
leggyakrabban kvadrupól (Q)/hármas kvadrupól (QQQ), repülési idő (TOF) ill. 
ioncsapda (iontrap) analizátorokkal kapcsolják. Manapság egyre gyakrabban 
alkalmazzák ezek kombinációit is (pl. QTOF, Qtrap stb.).  
A proteomikában a másik általánosan használt, szintén nagy molekulatömegű 
biomolekulák ionizációjára alkalmas módszert, a MALDI-t 1988-ban Tanaka [73] és 
tőle függetlenül Hillenkamp és mtsai dolgozták ki [74]. A mintát az alkalmazott lézer 
hullámhosszán erős fényelnyelést mutató molekulával (pl. nikotinsav, fahéjsav stb.) 
együtt kristályosítják. A mátrix a minta gázfázisú ionizációját segíti elő és minimalizálja 
a minta bomlását. A lézer besugárzás hatására a kristályos anyag elpárolgása során a 
minta molekulái szeparáltan lépnek át a gázfázisba. Az ionizáció során elsősorban 
egyszeres, esetleg kétszeres töltésű ionok, protonált, gyakran kationizált molekulák 
(pl.(M+Na)+, (M+K)+) keletkeznek és észlelhetőek a spektrumban. Előnyei, hogy nagy 
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molekulatömegű anyagok vizsgálatára is alkalmas (~3 000 - 200 000 Da), rendkívül 
érzékeny módszer (10-15-10-21mol). Az ESI-vel ellentétben toleráns só-szennyezéssel 
szemben (mmol/l koncentrációban) és alkalmas keverékek közvetlen analízisére. 
Legfőbb hátrányai, hogy mennyiségi meghatározásra kevésbé alkalmas, on-line nem 
kapcsolható kromatográfiás rendszerhez és, hogy nagy tömegű molekulák esetén a 
molekulacsúcs széles lehet. A MALDI ionforrást leggyakrabban TOF analizátorral 
kapcsolják. 
 
I. 3. 1. 2. Analízis 
 
Az analizátor feladata a képződött ionok tömeg/töltés alapján történő 
szétválasztása. A Q-TOF készülék két különböző elven működő analizátorral 
rendelkező tandem tömegspektrométer. Ez a tömegspektrométer egy Q és egy TOF 
analizátorból áll, a kettő között pedig egy ütközési cella helyezkedik el. Ezáltal 
lehetséges a proteomikai minták molekuláinak és fragmenseinek analízise is. A 
készülék kétféle üzemmódban működtethető. 
MS-módban a kvadrupól analizátoron majd ütközési cellán áthaladó ionizálódott 
molekulák a repülési idő analizátorban fókuszálódnak, ahol tömeg/töltés szerint 
szétválasztódnak.  
MS-MS módban (3. ábra) a kvadrupól analizátorral tetszőlegesen kiválasztott 
ionizálódott molekula jut csak az ütközési cellába, ahol inert gáz (argon) hatására  
 
Ionizáció Kiválasztás Aktiválás, Fragmentáció Tömeg szerinti elválasztás
Ütközési cellaAnalizátor Analizátor
 
3. ábra MS/MS mérés elvének szemléltetése (Az ábra saját szerkesztésű a 




fragmentáció következik be és a képződött fragmensek tömeg /töltés szerint 
szétválasztódnak a repülési idő analizátorban. Az egyes biomolekulák 
fragmentációjának előidézéséhez szükséges ütközési energia eltérő, minden esetben 
optimalizálni kell.  
 
I. 3. 1. 3. „Bottom up” eljárás 
 
A fehérjék tömegspektrometrián alapuló azonosításának két fő irányvonala 
létezik [75] [76]. A „bottom-up” eljárás alulról felfelé építkezik, azaz a tisztított 
fehérjék vagy fehérje keverékek proteolítikus hasítását követően a képződött 
peptidfragmenseket ionizálja és vizsgálja [77]. Ezzel szemben a „top down” eljárás 
során az intakt fehérjéket vagy óriási fehérje fragmenseket fragmentálják gáz fázisban 
[77].  
A „bottom-up” eljárás során a tömegspektrométerben peptideket vizsgálunk, 
melyeket egy vagy sok fehérje proteolítikus hasításának („emésztésének”) 
eredményeként nyerünk (4. ábra). Ebben az esetben azonban az emésztett minta akár 
több ezer vagy több százezer peptidet is tartalmazhat. Az emésztést megelőzően a 
komplex minta fehérjéit szétválaszthatjuk elektroforézis vagy kromatográfia 
segítségével, így csökkentve a minta komplexitását.  
Lehetőség van a peptidek emésztést követő elválasztására is. Erre 
folyadékkromatográfiát vagy kapilláris elektroforézist alkalmaznak, melyek on-line 
kapcsolhatóak ESI ionforrással rendelkező tömegspektrométerhez. A CE-MS 
technikának számos előnye lehet, így az ideális ionizáció szempontjából kedvező 
áramlási profil, az olcsó kapillárisok, a nagy felbontás és gyors elválasztás, a kis 
oldószerfogyasztás, valamint az, hogy alkalmas heterogén minták vizsgálatára is [78]. 
Ugyanakkor a CE-MS kapcsolás még mindig nem tekinthető robosztus, rutin 
megoldásnak. Ezért rutin eljárásként manapság a HPLC-MS kapcsolt technikát 
alkalmazzák. Nagyon nagyszámú peptidfragmenst tartalmazó minta esetében azonban 
két vagy több dimenziós kromatográfiás elválasztás elvégzésére is szükség lehet a 
tömegspektrometriai vizsgálat elvégzése előtt.  
A „bottom-up” eljárással a fehérjék kétféleképpen azonosíthatóak: „peptide mass 
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4. ábra A „bottom up” eljárás folyamatábrája  
 
azonosítás során az MS felvétellel nyert peptidek tömegét hasonlítjuk valamely 
adatbázisban található fehérjeszekvenciáknak a kísérletünkben használt 
emésztőenzimnek megfelelő "in silico" hasításával nyert, számolt peptid 
tömegértékeihez. A módszer fő hátránya, hogy csak tiszta fehérjék és egyszerű 
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fehérjekeverékek esetén alkalmazható, illetve, ahhoz, hogy egyedileg azonosítsunk egy 
fehérjét, számos peptidfragmensének azonosítása szükséges. A peptidfragmensek 
azonosítására alkalmas műszerek a MALDI ionforrással rendelkező repülési idő 
tömegspektrométerek és a tandem tömegspektrometriára alkalmas műszerek. A módszer 
előnye a nagy áteresztőképesség, azonban a „peptide mass fingerprint”-en alapuló 
fehérje azonosítást a proteomikában ma már nem fogadják el.  
A fehérjék tandem tömegspektrometriai azonosítása során a tömeganalizátorban 
kiválasztott peptidek izolálhatóak és fragmentálhatóak. A fragmensionok tömegeiből 
következtetni lehet a prekurzor ion aminosav sorrendjére; ez az alapja az MS/MS-sel 
történő szekvenálásnak [79], ami azonban rendkívül időigényes eljárás. A 
fragmentációs adatok szintén felhasználhatóak az aminosav szekvencia kisebb 
darabjainak meghatározásához, mely alapján lehetséges a szekvencia adatbázisokban 
történő keresése [80]. Manapság a tandem tömegspektrométerek sokaságát használják a 
„bottom up” MS/MS proteomikai vizsgálatokban, gyakran folyadékkromatográfiás 
elválasztással kapcsolva. A fehérjék meghatározására és jellemzésére ez a 
legáltalánosabban használt módszer. Hátránya viszont, hogy fontos információk 
elveszhetnek, például a poszt-transzlációs módosulásokkal kapcsolatban. További 
nehézséget jelent az elnyomási effektus, miszerint a nagy mennyiségben előforduló 
fehérjék peptidjeinek nagy intenzitásai elnyomják a kis mennyiségű fehérjék 
peptidjeinek jeleit és ezekről nem készül tandem tömegspektrometriai felvétel. 
A „bottom up” eljárást alkalmazók két fő csoportra oszthatóak [81]. Az első 
csoportba tartozóak egy- vagy kétdimenziós gélelektroforézist követően gélben 
emésztik az elválasztott fehérjéket és a peptidek kinyerését követően azokat LC-MS-
MS-sel, MALDI-TOF-fal vagy CE-MS-sel vizsgálják. Ebben az esetben előny, hogy az 
emésztett fehérje molekulatömege és izoelektromos pontja is ismert a 2D 
gélelektroforézis vizsgálatokból. Bizonyos esetekben még a poszt-transzlációs 
módosulások is meghatározhatóak. Hátrány viszont, hogy a gélelektroforézis, az 
emésztés és a peptidek kinyerése nagyon időigényes. A nagyméretű hidrofób fehérjék 
esetén a rossz kinyerés és bizonyos kis mennyiségben előforduló fehérjék elvesztése az 
elválasztás és emésztés során további hátrányt jelent. A MALDI-TOF, az LC-MS 
mellett az egyik leggyakrabban alkalmazott megoldás peptidek analízisére. Különösen a 
proteinek kétdimenziós gélelektroforézis segítségével történő elválasztást követő 
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vizsgálatára alkalmas. A MALDI technika fő előnye, hogy az analízisidő rövid, 
különösen az LC-MS-nél elkerülhetetlen hosszú kromatográfiával összevetve. Az LC-
MS technika ugyanakkor sokkal alkalmasabb komplex fehérjekeverék vizsgálatára – 
adott mintából jóval több protein mutatható ki. A MALDI további előnyei a kitűnő 
érzékenység, sószennyezésekre kevésbé érzékeny és apoláros anyagok is jól 
vizsgálhatók. A MALDI-TOF MS mérések esetén hátrányt jelent viszont a viszonylag 
gyenge reprodukálhatóság, így kvantitatív vizsgálatokra kevéssé alkalmas. 
A másik csoport képviselői többdimenziós kromatográfiát használnak, mellyel 
az egész folyamat automatizálható és a kis mennyiségű fehérjék azonosítása kevesebb 
hibával terhelt. Így azonban elvesznek a fehérjével kapcsolatos további információk 
(tömeg, pI), és csökken az áteresztőképesség a hosszú analízisidők miatt.  
 
I. 3. 1. 4.  „Top down” eljárás 
 
A „top-down” eljárás során a tömegspektométerben intakt fehérjék ESI 
ionizációval előállított molekulaionjait vizsgálják, melyeket gázfázisban történő 
fragmentálással nyernek. A fragmentáció gázfázisú CID (ütközés által kiváltott 
disszociáció), ECD (elektron befogás indukálta disszociáció) vagy ETD (elektron-
transzfer disszociáció) módszerrel történik. CID esetén a fragmentációt semleges 
ütközési gáz alkalmazásával lehet előidézni. Az ETD a fragmentálandó többszörös 
pozitív töltéssel rendelkező ion és egy gyökanion elektronbefogásos reakcióján alapul. 
ECD fragmentáció pedig elektronnyaláb alkalmazásával idézhető elő. „Top-down” 
vizsgálatokra részben a MALDI ionizáció is alkalmas lehet [82]. A MALDI 
alkalmazásának hátránya, hogy a molekula csak kis mértékben ionizált (főleg egyszeres 
töltésű ionokat eredményez) ezek fragmentációja pedig sokkal kedvezőtlenebb, mint a 
sokszor töltött ionok (vagyis az ESI) esetén. Ennek következtében a MALDI inkább 
csak nagyméretű polipeptidek top-down vizsgálatára alkalmas. 
A „top-down” módszer legfőbb előnye, hogy a teljes protein szekvencia 
vizsgálható, továbbá lehetséges a poszt-transzlációs módosulások közvetlen analízise és 
elkerülhető a fehérjék időigényes emésztése. Korlátai közé tartoznak a többszörösen 
töltött fehérjék fragmentációja során keletkező bonyolult spektrumok értelmezése, a 
„top down” eljáráshoz szükséges drága készülékek, valamint az, hogy a vizsgálható 
fehérjéknek molekulatömeg korlátja van. A fehérjék molekulatömegének felső határa 50 
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kDa, e mérethatár felett a módszer nem működik jól. A „top-down” technikával nyert 
adatok értékeléséhez használt bioinformatikai eszközök is kevésbé fejlettek 
összehasonlítva a „bottom up” proteomikai vizsgálatokat szolgálókéval.  
 
I. 3. 1. 5. Adatfeldolgozás 
 
A proteomikai mérések során rögzített számtalan tömegspektrum 
kiértékelésében számítógépes programok segítenek. A tömegspektrumban szereplő 
tömeg/töltés értékeket adatbázisokban rögzített peptidek és peptidfragmensek elméleti 
tömegéhez hasonlítják és az így azonosított peptidfragmensekből határozzák meg, hogy 
a minta milyen fehérjéket tartalmaz. Ezek a különféle proteomikai szoftverek rendkívül 
meggyorsítják és megkönnyítik a komplex proteomikai minták adatfeldolgozását. A 
„bottom up” proteomikában leggyakrabban alkalmazott szoftverek a Mascot 
(www.matrixscience.com [83], a ProteinLynx Global Server (Waters, Milford, MA, 
USA), a SEQUEST (http://fields.scripps.edu/sequest) és a Scaffold (Proteome Software 
Inc., Portland, OR). Ezen szoftverek különböző algoritmusok szerint osztályozzák a 
mintában azonosított fehérjéket és egyedi pontrendszerrel rendelkeznek. Az 
eredmények megadásakor megszabnak egy konfidencia intervallumot és az ezen 
megbízhatósághoz tartozó ponthatárt. A Mascot program által generált pontszám 
valószínűség alapú, és számos előnnyel rendelkezik: egyszerűen megállapítható, hogy 
az eredmény szignifikáns-e, a pontszám összehasonlítható mások kereséseinek 
eredményével, a keresési paraméterek könnyen optimalizálhatóak [83].  
Az irodalomban az MS/MS alapú peptid és fehérje azonosításnak különböző 
minőségi követelményei szerepelnek. Általában szigorú követelmények használatosak 
[84]. A Mascot keresőprogram alkalmazása esetén ez azt jelenti, hogy a fehérje 
azonosítása akkor fogadható el, ha a hozzátartozó ún. „Mascot score” értéke biztos 
találatnak felel meg (p<0,01) és a fehérje legalább két egyedi peptidfragmense is 
azonosított [85]. A peptidek közül a 95%-nál (p<0,05) nagyobb valószínűséggel 
azonosítottakat fogadják el az irodalomban [86]. A fehérje elfogadásához szükséges 
minimális „Mascot score” értéke adatbázis függő. A tévesen azonosított fehérjék 
mennyiségének meghatározására fordított szekvencia adatbázisban történő kereséseket 
használnak [87].  
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 A „top down” vizsgálatok során nyert spektrumok általában nehezebben 
értelmezhetőek, azonban manapság már egyre több számítógépes program elérhető az 
intakt fehérjék MS/MS spektrumainak kiértékelésére is. 
 
I. 3. 2. Extracelluláris vezikulumok tömegspektrometriai vizsgálata 
 
Az extracelluláris vezikulumok tömegspektrometrián (tripszines emésztést 
követő peptidek azonosításán) alapuló első proteomikai vizsgálatáról az 1990-es évek 
végén számoltak be [88]. Elsőként dendritikus sejtek által szekretált exoszómák fehérje 
összetételét határozták meg [88], melyet számos hasonló vizsgálat követett különböző 
eredetű exoszómákon. Egy évtizeddel később egy akadémiai csoport javasolta ezen 
adatok összegyűjtését [89] és ennek szentelve létrehoztak egy adatbázist és weblapot 
(http://exocarta.ludwig.edu.au), mellyel az eredmények könnyebb megismerését 
szeretnék elősegíteni.  
 Nemcsak exoszómák, hanem mikrovezikulumok fehérje összetételét is 
vizsgálták már az irodalomban, elsősorban a vérlemezke eredetűekét [90]. Ezen 
mikrovezikulumok a vérlemezkékre jellemző membránfehérjékkel rendelkeztek 
(például Ib, IIb, IIIa, IV, V és IX glikoprotein receptorok), melyek a von Willebrand 
faktor megkötésére képesek [90]. A IIb-IIIa glikoprotein komplex a vérlemezkéken 
található legfontosabb fibrinogén receptor, mely fontos szerepet játszik nem csak a 
vérlemezkék aggregációjában, hanem a mikrovezikulumok képződésében is [91]. A 
vérlemezke eredetű mikrovezikulumok tartalmaztak még számos véralvadásban fontos 
fehérjét (pl. fibrinogén, protein S, von Willebrand faktor, stb.), integrineket (pl. 
CD49b), valamint kemokineket [90]. Számos olyan fehérjét is azonosítottak, melyek a 
vérlemezkékben nem találhatóak meg (pl. a koleszterin bioszintézisben szerepet játszó 
foszfomevalonát) [90]. 
 
I. 3. 2. 1. Feltárással kapcsolatos nehézségek 
 
Ahhoz, hogy az extracelluláris vezikulumokban található fehérjéket 
tömegspektrometriával vizsgálni lehessen, elsőként ki kell nyerni a fehérjéket a 
vezikulumokból. A vezikulumok felületén található antigének jellemzően nagy 
molekulasúlyú, hidrofób fehérjék, melyek extrakciója nehézkes [92]. Ezért erre a célra 
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általánosan ionos/nem ionos felületaktív anyagot (pl. SDS, Triton X-100) vagy magas 
pH-jú oldószert (nátrium-hidrogénkarbonát pH 11) használnak [92]. Lehetséges továbbá 
a membránok felbontása fagyasztás-olvasztás ciklusok [93] alkalmazásával is. Ezt 
követően két lehetőség áll rendelkezésre: a kinyert fehérjék közvetlen emésztése vagy 
emésztés előtt a fehérjék gélelektroforézissel történő elválasztása. A fehérjék közvetlen 
tripszines emésztése kedvezőbb lehet, hiszen a munkafolyamatot jelentősen lassítja a 
gélelektroforézis alkalmazása, továbbá jelentős lehet az információvesztés a gélből 
nehezen kioldható fehérjék miatt. Az emésztéssel nyert peptidek fordított fázisú 
folyadékkromatográfiával szétválaszthatóak és ESI ionizációval vizsgálhatóak. A 
peptidekről készült tandem tömegspektrometriás felvételek alapján a minta fehérjéi 
azonosíthatóak adatbázisokban történő keresés alapján. 
Sajnálatos módon az extracelluláris vezikulumok tömegspektometriai 
vizsgálatáról szóló irodalom a vezikulumok feltárásával kapcsolatban igen szűkszavú. A 
legtöbb esetben a tömegspektrometriai vizsgálatokat megelőzően gélelektroforézist 
alkalmaznak [29, 90, 94-96], kihasználva, hogy  a mintaoldó és futtató pufferekben 
található felületaktív anyag a vezikulomokat lizálja.  
 
I. 3. 2. 2. Kis mennyiségű anyagok emésztésének nehézségei 
 
A gyakran korlátozott mennyiségben rendelkezésre álló biológiai minták a 
nanoUPLC-MS alkalmazásának elterjedéséhez vezetett. Ezzel az analízis 
érzékenységének jelentős növekedése érhető el, azonban mindössze néhány µL minta 
injektálható az oszlopra. Éppen ezért nagyon fontos a hagyományos protokollok mellett 
kisebb mintamennyiségek kezelésére is alkalmas eljárások kidolgozása [97-99]. A 
tripszinnel történő emésztésre az irodalomban számos protokoll található. Ezek 
általánosan nagy mennyiségű (mikrogramm) fehérje nagy térfogatban (100-500 µL) 
[100-104] történő emésztése esetén ideálisak. Nagy térfogatban történő emésztés esetén 
a következő lehetőségek közül választhatunk: az emésztett mintának csak egy kis 
részletét vizsgáljuk, ami jelentős össz-érzékenység csökkenéshez vezet; vagy a mintát 
bepároljuk, és kis térfogatban visszaoldjuk [98, 104]. Ez utóbbi szintén nem kedvező, 
hiszen ez egy újabb mintaelőkészítési lépést jelent, továbbá nagy a veszélye, hogy a 
minta egy részét elveszítjük, mert kitapad az edény falára, valamint az eljárással 
dúsítjuk a vegyszerekben lévő szennyezéseket is. 
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A kis térfogatú mintákkal való munka során egy további gyakorlati probléma – 
különösképp magas hőmérsékleten – az oldószer párolgása. Jellemző, hogy az emésztés 
során néhány µL oldószer elpárolog és az edény tetején kicsapódik. Ez a jelenség nem 
okoz gondot, amikor a minta mennyisége 100 µL feletti, azonban 10 µL-nél kisebb 
mintamennyiség esetén a vizsgálatot nehezíti (főként a reprodukálás és fehérje 
azonosítás szempontjából).  
 A fenti szempontokat figyelembe kell venni a vezikulum minták emésztése 
során. 
 
I. 3. 2. 3.  Extracelluláris vezikulumok vizsgálatának hiányosságai 
 
A extracelluláris vezikulumok proteomikai vizsgálatainak fő korlátja, hogy 
kvantitatív eredményeket eddig nem szolgáltattak. Így a vezikulumokban azonosított 
fehérjék mennyisége nem ismert (kivéve, ha utólagosan Western blot vizsgálatot 
végeznek). Éppen ezért nehéz eldönteni bizonyos kis mennyiségben előforduló fehérjék 
esetén, hogy az adott fehérje csak egy vezikulum szubpopulációra jellemző vagy esetleg 
külső szennyező. Példaként említhetőek a nukleáris fehérjék, főként a hisztonok és 
transzlációs fehérjék (pl. elongációs faktor). Ezen fehérjéket számos vezikulum 
mintában azonosították már és nem ismert, hogy jelenlétük specifikus-e vagy esetleg a 
preparátumot szennyező haldokló sejtekből származó szennyezések [30].  
A vezikulumokban található fehérjék relatív mennyiségének becslésére 
felhasználható az úgynevezett „jelzés nélküli” eljárás [101]. Ezt a módszert gyakran 
alkalmazzák biológiai mintákban megtalálható fehérjék fél-kvantitatív becslésére. A 
„jelzés nélküli” mennyiségi becslésnek két változata létezik. Az egyik módszer azon az 
elméleten alapul, hogy egy fehérje mennyiségét a fehérje három legintenzívebb 
peptidjének mennyisége jellemez. Egy adott fehérje három legintenzívebb peptidje 
jelintenzitásainak átlagát egy ismert mennyiségű belső standard három legintenzívebb 
peptidje intenzitásának átlagához hasonlítják a HPLC-MS futás során. Mivel a belső 
standard koncentrációja ismert, lehetővé válik a kvantitatív becslés. A másik módszer, 
az úgynevezett spektrum számlálási módszer esetén a fél-kvantitatív becslés a 




I. 3. 2. 4. Thymus (csecsemőmirigy) eredetű extracelluláris vezikulumok vizsgálata 
 
Meglepő módon thymus eredetű extracelluláris vezikulumok proteomikai 
vizsgálatáról ezidáig nem számoltak még be. Tekintve a thymus kiemelt szerepét az 
immunsejtek érésében és az immunválasz kialakulásában, a thymus eredetű 
mikrovezikulumok és apoptotikus testek proteomikai jellemzése nagyban elősegítheti 
ezen szubcelluláris szerkezetek biológiai jelentőségének és funkcióinak megértését.  
A thymust a többi szövettől két fontos tulajdonsága különbözteti meg. Elsőként 
a thymocyták rendkívüli apoptózis aránya; becslések szerint a thymusban történő érési 
folyamatok során a T-limfocita-előalakok körülbelül 95%-a pusztul el apoptózissal 
[105]. Másik egyedi tulajdonsága a szövet-specifikus antigének sokaságának ektópikus 
génexpressziója. A thymus-velőállomány epithelsejtjein (MTEC-medullary thymic 
epitheal cells) több ezer olyan gén fejeződik ki, melyekről korábban úgy gondolták, 
hogy kizárólag parenchymális szervekre korlátozottak [106]. Mivel becslések szerint a 
MTEC-ek mennyisége nagyon kicsi, felmerült a sejtek közötti antigén transzfer (például 
extracelluláris vezikulum átadás) megvalósulásának lehetősége [107]. Ez magyarázatul 
szolgálna a szövet-specifikus antigének nagyszámú thymus eredetű antigén prezentáló 
sejthez történő eljuttatására, valamint tovább növelné azon fontos feladatok listáját, 
melyekben az extracelluláris vezikulumok immunfolyamatokban betöltött szerepéről 
beszámoltak [2]. 
Összességében megállapítható, hogy az extracelluláris vezikulumok 
tömegspektrometriával történő proteomikai vizsgálata egyre fontosabb a vezikulumok 








Munkám során az irodalomban eddig kevéssé vizsgált extracelluláris vezikulum 
típusok: a mikrovezikulumok és apoptotikus testek fehérje összetételének 
meghatározásával foglalkoztam. Bár az extracelluláris vezikulumok szerepét számos 
immunfolyamatban igazolták, az egyik fő immunszerv, a thymus által szekretált 
extracelluláris vezikulumokat még nem karakterizálták.  
 
A Semmelweis Egyetem Genetikai-, Sejt-, és Immunbiológiai Intézetével 
együttműködésben végzett munkám elsődleges célja az általuk izolált thymus eredetű 
mikrovezikulumok és apoptotikus testek fehérjeösszetételének meghatározása volt. 
További célunk volt az azonosított fehérjék alapján a vezikulumok biológiai 
funkcióinak, valamint a csecsemőmirigy működés szabályozásában betöltött szerepének 
értelemzése. 
 
A rendelekzésre álló rendkívül kis mintamennyiség miatt a vezikulumok sikeres 
analitikájahoz nélkülözhetetlen módszerek, protokollok kidolgozása is szükséges volt, 
így 
- a vezikulumok sikeres, és a később alkalmazandó LC/MS analitikát nem 
zavaró feltárására, 
- olyan emésztési protokoll kidolgozásása, mely jól alkalmazható kis 
összfehérje mennyiségű minta kis térfogatban történő proteolízisére és amely 
alkalmas különböző komplex biológiai minták minor fehérje 






III. 1. Anyagok, minták, műszerek, szoftverek 
 
III. 1. 1. Anyagok 
 
A folyadékkromatográfiához alkalmazott eluensek LC/MS-tisztaságúak voltak. 
A desztillált vizet Milli-Q Ultrapure Water System, Milli gradient készülékkel nyertük 
(Millipore, Billerica MA, USA). Az emésztéshez az alábbi reageneket alkalmaztam: 
RapiGest (Waters, Milford, MA, USA), tripszin (Promega, Madison, WI,USA). A gél 
futtatáshoz szükséges reagenseket az Invitrogen kft-től (Carlsbad, CA, USA); minden 
egyéb felhasznált reagenst a Sigma-Aldrich kft-től (Steinheim, Németország) 
szereztünk be.  
 
III. 1. 2. Minták 
 
A thymus eredetű mikrovezikulum és apoptotikus test minták, valamint a 
kezdeti módszerfejlesztéshez (vezikulumok feltárása) használt Jurkat T-sejt eredetű 
extracelluláris vezikulumok a Semmelweis Egyetem Genetikai-, Sejt- és 
Immunobiológiai Intézettől; a humán plazma minták pedig a Bajcsy-Zsilinszky 
Kórházból származtak. 
A thymus eredetű mikrovezikulum és apoptotikus test minták szerkezetét és 
méretét együttműködő partnereink TEM-mel igazolták (1. ábra). 
 
III. 1. 3. Műszerek 
 
A folyadékkromatográfiás vizsgálat előtt a mintákat Table Top Refrigerated 
Centrifuge Hermle Z300K (Hermle Labortechnik Gmbh, Wehingen, Németország) 
készüléken centrifugáltam.  
Az egydimenziós gélelektroforézist Novex® NuPAGE® SDS-PAGE Gel System 
rendszeren (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), előreöntött NuPAGE® gélen 
(Invitrogen Corporation) végeztem. 
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A folyadékkromatográfiás elválasztást C18 trap oszlopon (180 µm x 20 mm) 
történő sómentesítést követően 75 μm x 150 mm BEH C18, 1,7 μm nanooszlopon 
végeztem, nanoAcquity UPLC rendszer alkalmazásával (Waters, Manchester, UK). A 
tömegspektrometriás vizsgálatok Waters QTOF Premier tömegspektrométeren (Waters, 
Manchester, UK) történtek. 
 
III. 1. 4. Szoftverek 
 
A kromatogramok és spektrumok felvételéhez és elemzéséhez a MassLynx 
szoftver 4.1 változatát (Waters, Milford, MA, USA) alkalmaztam. A peptidek 
azonosításához a ProteinLynx Global Server 2.3 (Waters, Milford, MA, USA) és 
Mascot Server (www.matrixscience.com) 2.2.7 verziójú szoftvereket használtam. A 
technikai és biológiai reprodukálások eredményeinek kiértékeléséhez a 
Scaffold_3_00_03 (www.proteomesoftware.com) programot alkalmaztam. 
 
III. 2. A vezikulumok feltárására alkalmazott módszerek  
  
A vezikulumok membránjának felbontására és a fehérjék kinyerésére három 
különböző módszert alkalmaztam és hasonlítottam össze. A módszerek a következőek 
voltak. 
 
III. 2. 1. Vezikulumok felbontása felületaktív anyag alkalmazásával 
 
Felületaktív anyagként Triton X-100 (0,2% és 0,5%) és SDS (1%) oldatokat 
alkalmaztam; melyek jelenlétében a Jurkat T-sejt eredetű vezikulum mintákat 1 óráig 
szonikáltam. Bepárlást követően a mintát 20 µL vízben visszaoldottam és tripszinnel 
emésztettem. Emésztést követően koncentrálás céljából a mintát nitrogén áram alatt 
bepároltam, majd 20 µL 0,1% hangyasavat tartalmazó vízben visszaoldottam és a mintát 
C18-as Zip-Tip (Millipore, Billerica MA, USA) pipettaheggyel tisztítottam. A Zip-Tip 
pipettahegy jól alkalmazható minták koncentrálására és tisztítására. Alkalmazása a 
következő lépésekből áll:  
- kondicionálás (2 x 10 µL ACN) 
- ekvilibrálás (3 x 10 µL 0,1% hangyasavat tartalamzó Milli-Q víz) 
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- mintafelvitel  
- mosás (10 x 10 µL 0,1% hangyasavat tartalamzó Milli-Q víz) 
- megkötődött peptidek leoldása (5 µL 70% ACN 0,1% hangyasav, 30 % 
Milli-Q víz) 
A leoldott peptideket a vizsgálatot megelőzően hatszorosára hígítottam. 
 
III. 2. 2. Gélelektroforézis és gélben történő emésztés 
 
A második módszer az irodalomban alkalmazott gélelektroforézis és gélben 
történő emésztés volt. Ezen elválasztástechnika első lépése alkalmas a vezikulumok 
membránjának feltárására. A Jurkat T-sejt eredetű vezikulumokban található fehérjék 
molekulatömeg szerinti elválasztását NuPAGE Bis-Tris 12% akrilamid tartalmú gélben 
(Invitrogen kft.) végeztem. A 15 µL mintához 5 µL NuPAGE LDS 4X (Invitrogen kft.) 
mintaoldó puffert és 2 µL 500 mM 1,4-ditio-DL-treitolt (DTT) adtam. A mintát 15 
percig 90 °C-on tartottam, melyet 30 perc szonikálás követett. Ezután ismét 15 percig 
90 °C-on tartottam a mintát, majd 3 µL 200 mM jódacetamidot adtam hozzá és 30 
percig szobahőmérsékleten sötétben tároltam, majd 3 percig centrifugáltam  13 500 
rpm-en. A molekulasúly markert a következőképpen készítettem elő: 7 µL markert 10 
percig 70 °C-on tartottam, majd 5 percig centrifugáltam 13 500 rpm-en. Az 
elektroforézishez NuPAGE SDS (Invitrogen kft.) puffert használtam. 
 
Az elektroforézis paraméterei:  
feszültség (konstans): 200 V  
áramerősség (limit): 200 mA  
futtatás ideje: 50 perc  
 
A fehérjéket SimplyBlue SafeStain (Invitrogen kft.) festékkel történő festéssel 
detektáltam, a gyártó szerinti protokollt követve. A fehérje-sávokat kivágtam, mostam, 
majd felaprítottam kis darabokra. Ezután a gél darabokat sorrendben 50% és 100% 
acetonitrillel; 100 mM NH4HCO3 pufferrel, végül 100% acetonitrillel mostam, minden 
esetben 15 percig, hogy a festéket eltávolítsam a gélből, majd a gél darabokat 
beszárítottam. A fehérjéket 5 µL 100 mM DTT-vel redukáltam 60 ºC-on (30 percig), 
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majd sötétben 8 µL 200 mM jódacetamid hozzáadásával alkiláltam (30 percig). A 
mintát acetonitrillel és pufferrel történő mosást követően beszárítottam. A teljesen 
beszáradt géldarabokhoz 20 µL RapiGest 0,2%-os vizes oldatát adtam és a géldarabokat 
37 ºC-on 10 percig inkubáltam, majd ismét beszárítottam. A géldarabokhoz 3 µL 
tripszint (0,5 mg/ml) és 47 µL 100 mM NH4HCO3 puffert adtam, és a mintákat 45 
percig jégen inkubáltam. Ezt követően a minták emésztése egy éjszakán keresztül (16 
óra) 37 oC-on ammónium-bikarbonát pufferben történt. Az emésztés leállítását 1% 
hangyasav (FA) oldattal végeztem. 
A peptidek extrakcióját a gélből egy korábban leírt módszer alapján végeztem 
[108], mely a következő lépésekből állt: 
1 25 µL 5% hangyasav + 50% ACN + 45% Milli-Q víz (20 perc inkubálás) 
2 centrifugálás 2 percig 13 500 rpm-en, majd az oldat lepipettázása a 
géldarabról (frakció)  
Az első két lépést háromszor megismételtem és a frakciókat egy 
Eppendorf csőben egyesítettem. 
3 Géldarabok beszárítása (30 perc, 50 °C) 
4 Visszaoldás 30 µL Mill-Q vízben és egyesítés a 2-es pont frakcióival 
 
Az így kapott oldatot C18-as Zip-Tip pipettaheggyel tisztítottam. 
 
III. 2. 3. Vezikulumok felbontása fagyasztás-olvasztás ciklusok 
alkalmazásával 
 
A harmadik módszer melyet a vezikulumok felbontására használtam, a 
fagyasztás-olvasztás ciklusok alkalmazása volt. Elsőként a vezikulum mintákat 5 
fagyasztás-olvasztás ciklus hatásának tettem ki. Fagyasztási lépésként a mintát egy órán 
keresztül -20 °C-on tároltam, vagy más esetben a mintákat a ciklusok során fél percig 
folyékony nitrogénbe mártottam. Egy harmadik esetben pedig a fagyasztás-olvasztás 
eljárás során 5 ciklus folyékony nitrogént (30 s) és két ciklus -20 °C-on (1 óra) történő 
fagyasztást alkalmaztam. Az olvasztás minden esetben vízfürdőben szonikálással (10 
perc) történt. 
A végső módszer, melyet a vezikulumok felbontására alkalmaztam a következő 
volt: 8 µL felolvasztott vezikulum mintához 2 pmol béta-laktoglobulin (BLG) belső 
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standardot (2 µL térfogatban) adtam. A fagyasztás-olvasztás eljárás során 5 ciklus 
folyékony nitrogént (30 s) és két ciklus -20 °C-on (1 óra) történő fagyasztást 
alkalmaztam. A felbontást követően lehetővé vált a vezikulumok fehérje tartalmának 
emésztése. A 10 µL mintát a III. 3. 3. fejezetben leírt módszerrel emésztettem meg; 
centrifugálás után a mintákat közvetlenül vizsgáltam, nem koncentráltam őket a 
nanoLC-MS(MS) vizsgálat előtt.  
 
III. 3. Fehérje emésztésre használt protokollok  
 
A komplex biológiai minták fehérjéinek emésztésére három protokollt 
alkalmaztam és hasonlítottam össze humán plazma mintán. A plazma számos 
komponenssel rendelkezik, így felhasználható bonyolult keverékek modellezésére. Ezen 
protokollok közül kettő irodalmi módszer (A és B protokoll), melyeket módosítás 
nélkül használtam, egy pedig az új, általam kidolgozott „Mini” protokoll volt. A 
protokollok összefoglalása a 2. táblázatban található. 
 
III. 3. 1. A protokoll [109] 
 
60 µL vizsgálati mintát tartalmazó oldathoz (4 µL 100 x-ra hígított plazma és 20 
pmol BLG oldat vízben) 30 µL 0,5 % RapiGest oldatot adtam. A diszulfid csoportok 
redukáláshoz szükséges DTT-t valamint az alkiláláshoz szükséges jódacetamidot 100 
mM NH4HCO3 oldatban oldottam fel. 5 µL 100 mM DTT hozzáadását követően a 
mintákat 60 oC-on 30 percig termosztáltam, majd a mintához 12 μl 200 mM 
jódacetamidot és 38 µL 200 mM NH4HCO3  puffert adtam és a mintákat 
szobahőmérsékleten 30 percig sötétben tároltam. A fehérjék peptidekre hasítását 
tripszinnel (1:25 tripszin:fehérje arány) végeztem, a mintát 37 oC-on 90 percig 
inkubáltam. Az emésztés leállítására és a RapiGest elbontására a mintához 4 µL 
hangyasavat adtam és 37 oC-on 30 percig inkubáltam. Ezt a minták 10 percig tartó 
centrifugálása követte13 500 rpm alkalmazásával. A centrifugálást követően a vízben 





III. 3. 2. B protokoll [110]  
 
12 µL vizsgálati mintát tartalmazó oldathoz (4 µL 100 x-ra hígított plazma és 20 
pmol BLG oldat vízben) 10 µL 0,2 % RapiGest oldatot adtam. A redukáláshoz 
szükséges DTT-t, valamint az alkiláláshoz szükséges jódacetamidot 100 mM NH4HCO3 
oldatban oldottam fel. 2 µL 100 mM DTT hozzáadását követően a mintákat 60 oC-on 30 
percig termosztáltam, majd a mintához 3 μl 200 mM jódacetamidot és 30 µL 100 mM 
NH4HCO3 puffert adtam és a mintákat szobahőmérsékleten 30 percig sötétben tároltam. 
A fehérjék peptidekre hasítását 1:25 arányban (tripszin:fehérje) hozzáadott tripszinnel 
biztosítottam és a mintát 37 oC-on 90 percig inkubáltam. Az emésztés leállítására és a 
RapiGest elbontására a mintához 3 µL hangyasavat adtam és 37 oC-on 30 percig 
inkubáltam. Ezt a minták 10 percig tartó centrifugálása követte 13 500 rpm-en. A minta 
végtérfogata 61 µL, melyet 150 µL-re egészítettem ki Milli-Q vízzel.  
Az emésztést ugyanilyen körülmények között elvégeztem tized mennyiségű 
plazmát és belső standardot tartalmazó mintán is. Emésztést követően a mintát Speed 
Vac készüléken teljesen bepároltam, majd visszaoldottam 15 µL 1% FA-at tartalmazó 
Milli-Q vízben. 
 
III. 3. 3. „Mini” protokoll [111] 
 
10 µL vizsgálati mintát tartalmazó oldathoz (2 µL 500 x-ra hígított plazma és 2 
pmol BLG oldat vízben) 1 µL 0,13% RapiGest-et és 33 mM DTT-t tartalmazó reagens 
keveréket adtam és a mintákat 60 oC-on 30 percig termosztáltam. Redukálást követően, 
alkilálás céljából a mintához 3 µL 33 mM jódacetamidot és 167 mM NH4HCO3–ot 
tartalmazó oldatot adtam és a mintákat szobahőmérsékleten 30 percig sötétben tároltam. 
A fehérjék peptidekre hasítását tripszin (0,5µL, 4µM) hozzáadásával biztosítottam és a 
mintát 37 oC-on 90 percig inkubáltam. Ez a tripszin mennyiség 1:2,5 enzim:fehérje 
aránynak felel meg, mely tízszer nagyobb az A és B protokoll esetében alkalmazott 
aránynál. Az emésztés leállítására és a RapiGest elbontására a mintához 0,5 µL FA-at 
adtam és 37 oC-on 30 percig inkubáltam. Ezt a minták 10 percig tartó centrifugálása 
követte 13 500 rpm alkalmazásával. A centrifugálást követően a vízben oldhatatlan 
felülúszót eltávolítottam, majd a megmaradó tiszta oldatot átpipettáztam egy edénybe. 
































































































































































































































































































III. 4. A peptidfragmensek nanoUPLC-MS(MS) analízise 
 
A proteomikai munkák során nyert triptikus peptidek elválasztása és analízise 
általánosan nanoLC-MS(MS) módszerrel történik. Elválasztásra elsősorban fordított 
fázisú C18-as oszlopokat használnak.  
  
III. 4. 1. Nanoáramlásos folyadékkromatográfia  
 
A plazmafehérjék illetve az extracelluláris vezikulum peptidjeinek elválasztása a 
sómentesítést követően fordított fázisú, C18-as kapilláris oszlopon történt NanoAcqiuty 
UPLC System kromatográfiás rendszer alkalmazásával. Eluensként A) 0,1% 
hangyasavat tartalmazó HPLC tisztaságú vizet és B) 0,1% hangyasavat tartalmazó 
acetonitrilt használtam. A folyadékkromatográfiás mérés során alkalmazott grádiensek 
paraméterei a 3. táblázatban láthatók. 
 








Idő (perc) Áramlási sebesség  (µL/perc) A eluens aránya (%) B eluens aránya (%) 
0 0,4 90 10 
150 0,4 60 40 
155 0,4 15 85 
180 0,4 15 85 
182 0,4 90 10 
200 0,4 90 10 
Idő (perc) Áramlási sebesség  (µL/perc) A eluens aránya (%) B eluens aránya (%) 
0 0,4 90 10 
70 0,4 50 50 
72 0,4 15 85 
80 0,4 15 85 
82 0,4 90 10 
100 0,4 90 10 
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A mérések során 2,0-5,0 μL mintamennyiséget injektáltam az oszlopra, ami 
közvetlenül kapcsolódott a tömegspektrométer nanoESI ionforrásához. 
 
III. 4. 2. Tömegspektrometria 
 
A fehérjék azonosítása tandem tömegspektrometriával történt. A felvétel pozitív 
ionizációs módban 400–2000 m/z tömegtartományban készült 4 s ciklusokat használva, 
mely ciklus egy teljes spektrumból és a 3 legintenzívebb ion MS/MS spektrumából állt. 
A használt grádiens esetén az alapvonalon mért csúcsszélesség körülbelül 1 perc, ez 4 
mp-es ciklusidő esetén fél-kvantitatív mérésekhez megfelelő. Az MS/MS kísérletek 
során argon gázt alkalmaztam, az ütközési energiákat pedig a prekurzor ion töltési 
állapota és tömege alapján változtattam a 18-80 eV tartományban. A referenciaoldat 100 
pg/μL leucin-enkefalin oldat volt 1:1 aranyú acetonitril:víz elegyben oldva; az oldószer 
0,1 % hangyasavat tartalmazott.  
 
A tömegspektometriai paraméterek 
 
Ionizációs mód: pozitív ionizáció 
Kapilláris feszültség: 3,3 kV 
Cone feszültség: 30,0 V 
Forrás hőmérséklete: 85 oC 
 
III. 4. 3. A nanoLC-MS/MS adatok értékelése, a fehérjék azonosítása  
 
A kísérlet során nyert spektrumok feldolgozását a ProteinLynx GlobalServer 
(Waters, Milford, MA, USA) szoftverrel végeztem. A feldolgozott spektrumokat a 
Mascot (Matrix Science, London) és X! Tandem (The GPM, thepgm.org; version 
2007.01.01.1) programokkal értékeltem ki.  
Az extracelluláris vezikulum fehérjék azonosítása esetén Mus musculus (házi 
egér) taxonómiát és a SwissProt_51.6 szekvencia adatbázist használtam. A keresés 
során egy kihagyott hasítási helyet engedélyeztem, fix módosulásként a ciszteinek 
jódacetamid származékát, míg lehetséges módosulásként a metionin aminosavak 
oxidációját, valamint a szerin, treonin és tirozin aminosavak foszforilációját állítottam 
be. Az anyaionok esetén 50 ppm toleranciát, míg a fragmens ionok esetén 0,15 Da 
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tömeg toleranciát engedélyeztem. Az MS/MS alapú peptid és fehérje azonosítás 
eredményeit Scaffold programmal (Proteome Software Inc., Portland, OR) validáltam. 
A peptidek közül a 95%-nál (p<0,05) nagyobb valószínűséggel azonosítottakat 
fogadtam el, a fehérjék esetén pedig a 99%-nál (p<0,01) nagyobb valószínűséggel 
azonosítottakat, legalább két egyedi peptidfragmens azonosítása esetén. A fordított 
szekvencia adatbázisban történő kereséssel meghatároztam a tévesen azonosított 
fehérjék mennyiségét; p<0,01 szignifikancia szintet használva a mikrovezikulumok 
0,51%-a, míg az apototikus testek fehérjéinek 0,40%-a volt tévesen azonosított. Az 
eredmények három független biológiai minta eredményeinek összesítéséből 
származnak. Az egyik minta esetén három technikai replikátum vizsgálatát is 
elvégeztem. 
A plazmafehérjék azonosítása esetén Homo sapiens taxonómiát és a 
SwissProt_52 szekvencia adatbázist használtam. A fehérjeazonosítás két kritérium 
alapján történt. A „szigorú” követelmény esetén legalább két 34-es (p<0,005) „Mascot 
ion score”-ral rendelkező peptidfragmens azonosítása szükséges. A „laza” követelmény 
esetén a 24-es pontszámmal (p<0,05) rendelkező fehérjéket is elfogadtuk és egy 
peptidfragmens azonosítása is elegendő volt. A jelintenzitások meghatározása a 
kromatográfiás futásokból történt MS üzemmódban. A mennyiségi becslésekre a 
különböző peptidfragmensek ionkromatogramjainak csúcsterületeit használtam. A 
kihagyott hasítások és nem specifikus peptidfragmensek azonosítása is Mascot program 
segítségével történt, az utóbbi esetben szemi-tripszin emésztőenzim beállításával. 
A „Mini” emésztési protokoll és az irodalmi protokollok teljesítőképességének 
jellemzése a következő mérőszámokkal történt: azonosított fehérjék száma és a HPLC-
MS kromatogramban észlelt jelintenzitások összehasonlítása. A fehérjék azonosítása a 
fentebb leírt két kritérium („laza” és „szigorú”) alapján történt. A kiválasztott peptidek 
csúcsterületeinek meghatározását külön HPLC-MS futásokból végeztem. A “Mini” 
protokoll reprodukálhatóságát a fenti mérőszámokkal jellemeztem három emésztés 
esetén (melyet különböző személyek különböző napokon készítettek). A „Mini” 
protokoll eredményességét két irodalmi protokollal (A és B protokoll [109, 110]) 
történő összehasonlítást követően állapítottam meg. Az irodalmi protokollok nagyobb 
mintamennyiségek nagy térfogatú emésztésére alkalmasak, így alkalmazásuk esetén a 
„Mini” protokollhoz képest tízszeres anyagmennyiséget emésztettem tízszer nagyobb 
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térfogatban. Ellenőriztem továbbá az egyik irodalmi protokoll esetén a bepárlási lépés 
reprodukálhatóságra és fehérjék azonosítására gyakorolt hatását is. A „Mini” 
protokollban bevezettem tetszőleges, kismértékű változtatásokat is, hogy megfigyeljem, 
azok milyen mértékben befolyásolják a kapott eredményt. Végül ellenőriztem a 
protokoll alkalmazhatóságát rendkívül kis mennyiségű fehérje emésztése esetén. 
 
III. 4. 4. „Jelzés nélküli” kvantifikálás 
 
A mikrovezikulumokban és apoptotikus testekben található hiszton mennyiségét 
„jelzés nélküli” eljárással hasonlítottam össze. Az adott fehérje három legintenzívebb 
peptidje jelintenzitásainak átlagát az ismert mennyiségű belső standard, a BLG három 
legintenzívebb peptidje intenzitásának átlagához hasonlítottam a nanoUPLC-MS futás 







IV. 1. Az extracelluláris vezikulumok feltárása 
 
Első feladatom a vezikulumok feltárásának megoldása volt olyan eljárással, 
mely a később alkalmazandó nanoUPLC-MS analitikát nem zavarja. A fehérjék 
extrakciójára három módszert hasonlítottam össze.  
 
IV. 1. 1. Felületaktív anyagokkal 
 
 Az első esetben az extracelluláris vezikulum frakciót különböző felületaktív 
anyagok hatásának tettem ki a III. 2. 1. fejezetben leírtak szerint. A mintaelőkészítés 
ebben az esetben viszonylag kevés, 13 lépésből állt. A felületaktív anyagok 
alkalmazásának nagy hátránya azonban, hogy a vezikulumok membránjának 
felbontásához szükséges koncentrációban már zavarják a tömegspektrometriás 
méréseket. Méréseim során azt tapasztaltam, hogy a detergensek tömegspektrumban 
észlelt jelei elnyomják a vezikulumok fehérjéinek jeleit és nem tudtam a tandem 
tömegspektrometriai mérések alapján vezikulumokból fehérjéket azonosítani. 
 
IV. 1. 2. Gélelektroforézissel 
 
A következő módszer, amelyet alkalmaztam, a minta közvetlen SDS 
poliakrilamid gélen történő futtatása és emésztése volt a III. 2. 2. fejezetben leírtak 
szerint. Az 5. ábrán egy általam futtatott gélelektroferogram részlete látható. Az ábra bal 
oldalán a molekulasúly markerek találhatók. 
A bekeretezett gélcsíkokat kivágtam, megemésztettem tripszinnel, majd következett a 
tömegspektrometriás analízis. Van olyan bekeretezett rész, ahol több fehérjecsík is 
látható. Ez a meghatározást nem zavarta, ezekben a mintákban több fehérje jelenlétét 
mutattam ki. A módszer alkalmazásával néhány fehérjét azonosítottam a vezikulum 
mintákban. A mintaelőkészítés azonban elég hosszadalmas 46 lépés, körülbelül 2 nap. 
Továbbá a peptidek gélből történő extrakciója hibákkal terhelt, valamint a kivágott 
gélcsíkok számának megfelelő nanoUPLC-MS(MS) felvétel szükséges, ami az 
áteresztőképesség csökkenéséhez vezet. Ezért kevésbé időigényes és kevesebb hibával 





5. ábra Jurkat T-sejt eredetű extracelluláris vezikulum gélelektroferogramja 
(baloldalon a molekulasúly markerekkel).  
 
IV. 1. 3. Fagyasztás-olvasztás eljárással 
 
Az általam kifejlesztett kevésbé időigényes mintaelőkészítési eljárás a 
fagyasztás-olvasztás alkalmazása volt. A módszer kidolgozása során különböző számú 
ciklusokat és különböző fagyasztási lépéseket használtam. Ezek közül az öt ciklus 
folyékony nitrogént (30 s) és a két ciklus -20 °C-on (1 óra) történő fagyasztást 
tartalmazó módszert választottam a vezikulumok felbontására. A két fagyasztási 
módszert együttesen tartalmazó protokollt hatásosabbnak találtam a csak folyékony 
nitrogént vagy csak -20 °C-on történő fagyasztást tartalmazó protokolloknál. Főként a 
membránfehérjék azonosítása szempontjából volt előnyös ezek kombinálása.  
A mintaelőkészítés lényegesen rövidebb a gélelektroforézisnél; 19 lépés 
szemben a 46 lépéssel. Ezzel az eljárással körülbelül négyszer több fehérjét 
azonosítottam a vezikulum mintában. Ez a módszer gyorsnak, egyszerűnek és 
hatékonynak bizonyult a vezikulumokban található fehérjék kiszabadítására. 
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IV. 2. Protokoll kidolgozása kis mennyiségű anyagok 
emésztésére 
 
Az előkísérletek során azt tapasztaltam, hogy a kis mennyiségben rendelkezésre 
álló vezikulumok fehérjéinek analízise az irodalmi emésztési módszerekkel nem 
valósítható meg. Ezért szükségessé vált a tripszines emésztési protokoll miniatürizálása, 
illetve kis anyagmennyiségre és mintatérfogatra történő optimálása.  
Olyan módszer kidolgozása volt a célom, ami jól működik 
a) kis mintatérfogat esetén 
b) amikor az összfehérje mennyiség limitált (<5 pmol) 
c) képes fehérjekeverékek minor komponenseinek azonosítására 
d) fél-kvantitatív eredményeket szolgáltat 
 
A kidolgozott protokoll részletes leírása a III.3.3 fejezetben található. 
 
IV. 2. 1. A kidolgozott protokoll reprodukálhatósága, robosztussága 
  
A protokoll kidolgozása során humán plazma mintát emésztettem. Mielőtt a 
kidolgozott protokollt a nagy térfogatú oldószereket alkalmazó [109, 110] irodalmi 
protokollok eredményéhez hasonlítottam volna, ellenőriztem a módszer 
reprodukálhatóságát. Három emésztés eredményeit (melyet különböző személyek 
különböző napokon készítettek) hasonlítottam össze az azonosított fehérjék száma és a 


































































































































   
   
   
   





















   
   
   
   
























   
   
   
   






















   
   
   
   

























A választott csúcsok esetén a csúcsterületek relatív szórása 8,3% volt. Az 
azonosított fehérjék száma a „laza” kritériumok esetén 16 és 20 között változott. Az 
ilyen mértékű pontosság a legtöbb proteomikai vizsgálat esetén teljesen elfogadható, 
különösképpen, ha figyelembe vesszük, hogy az emésztés során több esetben is 1 µL 
térfogatú reagenst adtam a mintához. Ezen kívül a mért ionintenzitások is rendelkeznek 
egy adott szórással.  
 
IV. 2. 2. A kidolgozott protokoll jellemzésére használt mérőszámok, 
irodalmi adatokkal történő összevetése 
 
A „Mini" protokollal kapott eredményeket két másik emésztési protokoll 
eredményeivel vetettem össze, melyek nagyobb mintamennyiségek nagy térfogatú 
emésztésére alkalmasak (A és B protokoll [109, 110]). Annak érdekében, hogy az 
eredmények a „Mini” protokollal összehasonlíthatóak legyenek, az A és B protokoll 
esetén tízszer nagyobb térfogatban tízszeres anyagmennyiséget emésztettem és 2 µL 
mintát injektáltam. Így minden injektálás során azonos mennyiségű 400 fmol 
albuminnak és 260 fmol BLG-nek megfelelő mennyiségű mintát juttattam az oszlopra.  
A kidolgozott protokollok teljesítőképességét a következő mérőszámokkal 
jellemeztem: (a) azonosított fehérjék száma. A fehérjék azonosítása szekvencia 
darabokon (MS/MS) alapul, a III. 4. 3. fejezetben leírt két kritérium („laza” és 
„szigorú”) alapján. (b) A HPLC-MS kromatogramban észlelt jelintenzitások 
összehasonlítása. A különböző fehérjékhez tartozó kiválasztott peptidek csúcsterületeit 
külön HPLC-MS futásokból határoztam meg. Ehhez a következő peptidfragmenseket 
választottam ki: egy belső standardhoz tartozót (BLG, m/z 858.40); egy fő fehérje 
komponenshez tartozót (albumin, m/z 1013.60); és két kisebb mennyiségben jelenlévő 
komponenshez tartozót (transzferrin, m/z 708.35; és immunoglobulin gamma lánc, m/z 
839.39). A minor komponensek esetén körülbelül 30-40 fmol került az oszlopra az 
injektálás során. Számos további azonosított fehérje mennyisége a 1-10 fmol 
tartományban volt. A három emésztési protokollal kapott eredményeket az 5. 























































































































































   
   
   
   


































   
   
   
   






































   
   
   
   

































   
   
   
   







































































 Az eredmények alapján megállapítható, hogy a „Mini” protokoll legalább olyan 
eredményes, mint a „standard” protokollok. A belső standardhoz tartozó csúcs 
intenzitása gyakorlatilag mindhárom esetben azonos. A plazmafehérjék peptidjei 
tipikusan a kifejleszett „Mini” protokoll esetén a legintenzívebbek. Különösen fontos, 
hogy ezzel a protokollal tudtam a legtöbb fehérjét azonosítani, mind a „szigorú” mind 
pedig a „laza” követelményekkel. Az intenzívebb jelintenzitásokhoz és a további minor 
fehérje komponensek azonosításához hozzájárulhatott a RapiGest mennyiségének 
csökkentése és tripszin mennyiségének növelése is.  
 Végeztem vizsgálatot azonos mennyiségű fehérje (5 pmol összfehérje 
mennyiség) B protokoll szerinti nagytérfogatú (61 µL) emésztése esetén úgy is, hogy az 
emésztést követően a mintát bepároltam, majd 15 µL térfogatban visszaoldottam és 2 
µL részletét vizsgáltam. A jelintenzitások azonban így legalább tízszer kisebbek voltak; 
mindössze két fehérjét, az albumint és a BLG-t tudtam azonosítani a „laza” 
követelmények alkalmazásával is. Emellett a reprodukálási eredmények is nagyon 
rosszak voltak. A minta bepárlása tehát elkerülendő, hiszen jelentős mintaveszteséghez 
vezet.  
Egy további vizsgálatot is elvégeztem annak megfigyelésére, hogy a 
protokollban bevezetett tetszőleges, kismértékű változtatások milyen mértékben 
befolyásolják a kapott eredményt. Ennek érdekében a RapiGest mennyiségét 
kétszeresére a puffer mennyiségét pedig 50%-kal növeltem, míg a DTT, jódacetamid és 
tripszin mennyiségét 10%, 25% és 50%-kal csökkentettem. Az eredmények csak 
kismértékben változtak (20 fehérjét azonosítottam; a csúcsterületek esetén a szórás a 
„Mini” protokollhoz viszonyítva átlagban 16% volt). Ezzel igazoltam, hogy a 
kidolgozott protokoll robosztus; nem érzékeny a reagensek mennyiségének kismértékű 
változása iránt. 
 
IV. 2. 3. A „Mini” protokoll alkalmazhatósága kis mintamennyiség 
esetén 
 
 Végső ellenőrzésként megvizsgáltam a protokoll alkalmazhatóságát rendkívül 
kis mennyiségű (a 2 pmol mennyiségben található BLG-t leszámítva 300, 100 és 50 
fmol összfehérje mennyiségnek megfelelő) fehérje emésztése esetén. Ehhez a plazma 
mintát tovább hígítottam 10, 30 és 60-szorosára; így 10 µL oldat 300, 100 és 50 
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femtomolnyi albumint (és egyéb minor plazma komponenseket) tartalmazott. A 
mintákhoz 2 pmol BLG belső standardot is adtam és a mintát a kísérleti részben leírt 
„Mini” protokoll szerint emésztettem. Ebben az esetben az emésztett mintából 2 µL 
helyett a maximális 5 µL-t injektáltam a nanoUPLC oszlopra. Az eredmények (6. 
táblázat) is alátámasztják, hogy még ilyen kis fehérjemennyiség is sikeresen 
megemészthető jelentős mintaveszteség nélkül, hiszen az albumin mellett egyéb minor 
plazma komponenseket is azonosítottam, miközben az emésztett összfehérje mennyiség 





























































































































































































   
   
   
   



















   
   
   
   



















   
   
   
   


















   
   
   
   











































IV. 3. Thymocyta-eredetű mikrovezikulumok és apoptotikus 
testek proteomikai jellemzése 
 
Thymus eredetű extracelluláris vezikulumok proteomikai vizsgálatáról ezidáig 
nem számoltak még be. Mivel a thymus kiemelt szerepet játszik az immunsejtek 
érésében és az immunválasz kialakulásában, fontosnak tartottuk a thymus sejtek által 
szekretált mikrovezikulumok és apoptotikus testek fehérjéinek azonosítását. Miután 
megoldottam a vezikulumok feltárását és a kis mintamennyiség sikeres emésztését, 
következő feladatom a peptidek elválasztására alkalmazott kromatográfia optimálása és 
a tömegspektrometriai felvételek kiértékelése volt.  
 
IV. 3. 1. A kromatográfiás paraméterek optimálása 
 
A fehérjék emésztését követően a triptikus peptideket nanoUPLC-MS(MS)-sel 
vizsgáltam. Tekintettel arra, hogy a vezikulumok rendkívül összetett biológiai minták és 
sok fehérjét tartalmaznak, a kromatográfia időtartamának optimálása volt az elsődleges 
szempont. A grádiens idejének növelésével a csúcskapacitás növelhető. Különböző 
idejű gradienseket alkalmaztam 70 és 250 perc között. Mérési eredményeim szerint a 
kromatográfiás elválasztás körülményeitől függően a legtöbb fehérjét a 150 perces 
grádiens alkalmazásával azonosítottam. A 6. ábrán megfigyelhető, hogy még 150 perces 
grádiens (III.4.1 fejezet) alkalmazása során is sűrűn találhatóak a csúcsok a 
kromatogramon. A grádiens hosszának további növelése azonban nem növeli az 
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6. ábra Thymus eredetű apoptotikus test (a) és mikrovezikulum (b) minták 
tripszines emésztést követő báziscsúcs kromatogramja.  
 
IV. 3. 2. Azonosított fehérjék  
 
Az egér thymus sejtekből származó apoptotikus testekben 142, míg a 
mikrovezikulumokban 195 fehérjét azonosítottam. A thymus eredetű apoptotikus 
testekben és mikrovezikulumokban azonosított egyedi és közös fehérjék listáját a 7. 
táblázat tartalmazza. Az egyes fehérjékhez azonosított peptidek listája mérete miatt a 








7. táblázat Thymus eredetű mikrovezikulumokban és apoptotikus testekben 
azonosított fehérjék az egyedi peptidszámmal és szekvencia lefedettséggel 
 
 Mikrovezikulum Apoptotikus test 










1433E_MOUSE 3 15.70% 200.00% 15.70% 
1433T_MOUSE 2 21.60% 0.00% 0.00% 
1433Z_MOUSE 5 23.70% 400.00% 29.80% 
2AAA_MOUSE 2 7.98% 0.00% 0.00% 
4F2_MOUSE 8 26.00% 0.00% 0.00% 
6PGL_MOUSE 3 28.80% 0.00% 0.00% 
ABI3_MOUSE 2 8.17% 0.00% 0.00% 
ACADL_MOUSE 0 0.00% 300.00% 14.20% 
ACON_MOUSE 0 0.00% 400.00% 9.49% 
ACTB_MOUSE,ACTG_MOUSE 18 68.50% 2100.00% 73.60% 
ACTC_MOUSE,ACTS_MOUSE 2 22.30% 200.00% 22.30% 
ACTN4_MOUSE 4 7.79% 200.00% 4.39% 
ADA_MOUSE 2 14.20% 0.00% 0.00% 
ADT2_MOUSE 0 0.00% 200.00% 13.80% 
ALBU_MOUSE 0 0.00% 200.00% 4.44% 
ALDH2_MOUSE 0 0.00% 200.00% 6.94% 
ALDOA_MOUSE 2 9.34% 0.00% 0.00% 
AN32A_MOUSE 2 18.20% 0.00% 0.00% 
AN32E_MOUSE 2 12.70% 0.00% 0.00% 
ANK1_MOUSE 0 0.00% 400.00% 4.51% 
ANX11_MOUSE 2 6.36% 0.00% 0.00% 
ANXA2_MOUSE 7 39.80% 800.00% 26.30% 
ANXA5_MOUSE 4 21.90% 200.00% 9.72% 
ANXA6_MOUSE 17 36.10% 200.00% 4.90% 
AQP1_MOUSE 0 0.00% 200.00% 23.40% 
ARF1_MOUSE,ARF3_MOUSE 2 19.90% 300.00% 27.60% 
ARP2_MOUSE 3 17.00% 300.00% 12.70% 
ARP3_MOUSE 5 26.80% 300.00% 18.90% 
AT1A1_MOUSE 17 21.60% 1300.00% 18.50% 
AT1B1_MOUSE 2 8.22% 0.00% 0.00% 
AT1B3_MOUSE 3 22.30% 0.00% 0.00% 
ATPA_MOUSE 3 10.50% 700.00% 15.70% 
ATPB_MOUSE 4 15.10% 1500.00% 47.80% 
B3AT_MOUSE 3 5.17% 900.00% 20.50% 
BASI_MOUSE 3 9.77% 200.00% 7.20% 
C1QBP_MOUSE 0 0.00% 200.00% 20.10% 
CALM_MOUSE 2 36.20% 0.00% 0.00% 
CALX_MOUSE 2 9.48% 0.00% 0.00% 
CAP1_MOUSE 4 13.10% 200.00% 8.65% 
CAPZB_MOUSE 2 16.20% 0.00% 0.00% 
CATD_MOUSE 3 17.60% 200.00% 10.70% 
CAZA1_MOUSE 2 9.79% 200.00% 9.79% 
CD45_MOUSE 14 19.40% 900.00% 14.90% 
CD5_MOUSE 5 15.80% 0.00% 0.00% 
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 Mikrovezikulum Apoptotikus test 










CD97_MOUSE 2 3.55% 0.00% 0.00% 
CDC42_MOUSE 2 16.80% 0.00% 0.00% 
CH60_MOUSE 0 0.00% 600.00% 17.30% 
CHM4B_MOUSE 2 12.10% 0.00% 0.00% 
CISY_MOUSE 0 0.00% 300.00% 18.30% 
CLH_MOUSE 15 17.70% 400.00% 3.16% 
CLIC1_MOUSE 3 16.60% 200.00% 14.10% 
CN37_MOUSE 2 9.76% 0.00% 0.00% 
COF1_MOUSE 5 47.00% 500.00% 44.00% 
COR1A_MOUSE 7 28.00% 600.00% 25.80% 
COX2_MOUSE 2 26.00% 300.00% 30.40% 
COX5A_MOUSE 2 31.00% 0.00% 0.00% 
DDX5_MOUSE 4 8.63% 200.00% 3.75% 
DEK_MOUSE 2 6.84% 0.00% 0.00% 
DHSA_MOUSE 0 0.00% 200.00% 7.23% 
DHX9_MOUSE 3 3.19% 0.00% 0.00% 
DPP4_MOUSE 3 5.53% 0.00% 0.00% 
ECHB_MOUSE 0 0.00% 200.00% 9.05% 
EF1A1_MOUSE 8 31.60% 800.00% 36.80% 
EF2_MOUSE 13 23.70% 600.00% 12.50% 
EFTU_MOUSE 0 0.00% 200.00% 7.30% 
ENOA_MOUSE 8 34.80% 800.00% 32.00% 
ENPL_MOUSE 2 6.98% 200.00% 4.11% 
ETFA_MOUSE 0 0.00% 200.00% 12.00% 
EZRI_MOUSE 4 12.60% 300.00% 10.90% 
FA62A_MOUSE 2 4.12% 0.00% 0.00% 
FAS_MOUSE 2 1.80% 0.00% 0.00% 
FMNL_MOUSE 5 8.14% 200.00% 3.02% 
G3P_MOUSE 11 45.90% 1200.00% 53.80% 
GBB1_MOUSE 5 34.40% 0.00% 0.00% 
GBB2_MOUSE 8 41.80% 300.00% 15.60% 
GBLP_MOUSE 2 10.10% 0.00% 0.00% 
GDIB_MOUSE 5 16.90% 300.00% 14.20% 
GDIR_MOUSE 3 27.90% 200.00% 20.10% 
GDIS_MOUSE 5 53.50% 0.00% 0.00% 
GNA13_MOUSE 2 9.55% 0.00% 0.00% 
GNAI2_MOUSE 8 35.80% 400.00% 23.90% 
GNAI3_MOUSE 3 24.60% 200.00% 16.70% 
GRP75_MOUSE 0 0.00% 400.00% 8.39% 
GRP78_MOUSE 3 9.01% 500.00% 13.40% 
GSTP1_MOUSE 3 25.70% 0.00% 0.00% 
H12_MOUSE 6 20.80% 500.00% 17.50% 
H15_MOUSE 4 15.20% 200.00% 5.83% 
H2A2A_MOUSE,H2A2C_MOUSE 2 50.80% 200.00% 45.40% 
H2AV_MOUSE,H2AZ_MOUSE 2 33.60% 200.00% 33.60% 
H2AX_MOUSE 4 46.20% 400.00% 47.60% 
H2AY_MOUSE 2 10.20% 0.00% 0.00% 
H2B1B_MOUSE,H2B1F_MOUSE, 
H2B1K_MOUSE,H2B1P_MOUSE 
6 49.20% 600.00% 41.30% 
H33_MOUSE 4 43.40% 500.00% 43.40% 
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H4_MOUSE 10 50.50% 900.00% 58.30% 
HA12_MOUSE 3 11.00% 300.00% 9.59% 
HA21_MOUSE,HA22_MOUSE 4 31.80% 0.00% 0.00% 
HA2D_MOUSE 4 26.20% 300.00% 26.20% 
HB22_MOUSE 3 23.10% 0.00% 0.00% 
HB2D_MOUSE 6 31.30% 300.00% 22.30% 
HBA_MOUSE 4 43.00% 800.00% 90.10% 
HBB1_MOUSE 3 27.90% 1000.00% 85.00% 
HBB2_MOUSE 2 21.80% 300.00% 51.70% 
HCDH_MOUSE 0 0.00% 200.00% 18.80% 
HMGB1_MOUSE 2 14.40% 200.00% 14.40% 
HMGB2_MOUSE 2 14.80% 0.00% 0.00% 
HNRPF_MOUSE 4 22.70% 200.00% 12.00% 
HNRPM_MOUSE 3 7.00% 0.00% 0.00% 
HS90A_MOUSE 10 18.30% 500.00% 15.10% 
HS90B_MOUSE 16 32.70% 1000.00% 19.50% 
HSP74_MOUSE 2 3.92% 0.00% 0.00% 
HSP7C_MOUSE 15 30.80% 900.00% 16.70% 
IDH3A_MOUSE 0 0.00% 200.00% 9.56% 
IF4A1_MOUSE 4 21.20% 400.00% 22.90% 
IF5A1_MOUSE 2 22.70% 0.00% 0.00% 
IQGA1_MOUSE 3 3.08% 300.00% 3.08% 
ITA6_MOUSE 4 7.88% 0.00% 0.00% 
ITAL_MOUSE 8 13.50% 0.00% 0.00% 
ITB1_MOUSE 3 6.14% 0.00% 0.00% 
ITB2_MOUSE 7 15.70% 200.00% 6.23% 
K1C10_MOUSE 3 8.42% 400.00% 8.07% 
K2C5_MOUSE 2 3.62% 0.00% 0.00% 
KPYM_MOUSE 10 29.90% 600.00% 23.40% 
LAP2_MOUSE 3 3.71% 0.00% 0.00% 
LAT_MOUSE 2 15.70% 0.00% 0.00% 
LCK_MOUSE 9 26.70% 400.00% 11.20% 
LDHA_MOUSE 5 24.10% 300.00% 11.70% 
LDHB_MOUSE 3 18.60% 300.00% 17.10% 
LEG1_MOUSE 2 20.70% 0.00% 0.00% 
LGUL_MOUSE 2 20.10% 0.00% 0.00% 
LMNB1_MOUSE 3 8.16% 200.00% 6.12% 
LSP1_MOUSE 0 0.00% 0.00% 10.90% 
LY6D_MOUSE 2 21.30% 0.00% 0.00% 
MDHC_MOUSE 6 34.70% 400.00% 18.00% 
MDHM_MOUSE 4 17.50% 900.00% 37.00% 
MOES_MOUSE 16 35.90% 700.00% 16.30% 
MPCP_MOUSE 0 0.00% 200.00% 10.90% 
MPRD_MOUSE 2 16.20% 0.00% 0.00% 
MYH9_MOUSE 9 7.96% 1500.00% 13.40% 
MYL6_MOUSE 2 15.90% 200.00% 15.90% 
NDKA_MOUSE 4 37.50% 200.00% 17.10% 
NDUA9_MOUSE 0 0.00% 200.00% 10.60% 
NP1L1_MOUSE 2 12.30% 0.00% 0.00% 
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NP1L4_MOUSE 3 11.70% 0.00% 0.00% 
NPM_MOUSE 3 21.20% 0.00% 0.00% 
NT5C_MOUSE 2 23.00% 0.00% 0.00% 
NUCL_MOUSE 7 13.40% 0.00% 0.00% 
ODPB_MOUSE 0 0.00% 200.00% 7.52% 
PARK7_MOUSE 3 29.10% 0.00% 0.00% 
PCBP1_MOUSE 4 21.90% 0.00% 0.00% 
PCBP2_MOUSE 2 7.46% 0.00% 0.00% 
PDC6I_MOUSE 5 10.10% 0.00% 0.00% 
PDIA1_MOUSE 0 0.00% 200.00% 10.80% 
PDIA3_MOUSE 2 4.76% 400.00% 10.50% 
PGK1_MOUSE 5 26.10% 300.00% 14.90% 
PHB2_MOUSE 0 0.00% 300.00% 16.40% 
PLSL_MOUSE 6 18.50% 300.00% 9.41% 
PP1A_MOUSE,PP1B_MOUSE, 
PP1G_MOUSE 
2 10.60% 600.00% 53.00% 
PPIA_MOUSE 6 38.40% 0.00% 0.00% 
PRDX1_MOUSE 4 29.10% 300.00% 22.10% 
PRDX2_MOUSE 5 26.80% 600.00% 45.50% 
PRDX6_MOUSE 2 16.50% 0.00% 0.00% 
PROF1_MOUSE 4 29.30% 400.00% 48.60% 
PSA5_MOUSE 0 0.00% 200.00% 10.40% 
PSB3_MOUSE 2 18.00% 0.00% 0.00% 
PSB4_MOUSE 0 0.00% 200.00% 14.00% 
PTBP1_MOUSE 3 13.90% 200.00% 8.16% 
PUR6_MOUSE 2 6.82% 0.00% 0.00% 
RAB5C_MOUSE 3 18.50% 300.00% 18.50% 
RAB7_MOUSE 2 15.50% 0.00% 0.00% 
RAB8B_MOUSE 3 17.40% 0.00% 0.00% 
RAC1_MOUSE 6 44.30% 300.00% 18.20% 
RAC2_MOUSE 4 39.60% 300.00% 40.60% 
RAN_MOUSE 4 21.80% 200.00% 11.60% 
RAP1B_MOUSE 6 52.70% 400.00% 29.30% 
RAP2C_MOUSE 2 15.30% 0.00% 0.00% 
RB11B_MOUSE 2 10.10% 0.00% 0.00% 
RHOA_MOUSE 5 46.10% 400.00% 26.90% 
RHOG_MOUSE 3 31.90% 200.00% 19.90% 
RL3_MOUSE 2 6.45% 200.00% 11.90% 
RL4_MOUSE 2 8.35% 0.00% 0.00% 
RL7_MOUSE 2 12.20% 0.00% 0.00% 
RL8_MOUSE 2 12.10% 0.00% 0.00% 
RLA2_MOUSE 2 27.00% 200.00% 27.00% 
ROA2_MOUSE 3 14.40% 0.00% 0.00% 
ROAA_MOUSE 2 12.30% 0.00% 0.00% 
RS18_MOUSE 2 13.20% 0.00% 0.00% 
RS2_MOUSE 3 11.90% 0.00% 0.00% 
RS3_MOUSE 0 0.00% 300.00% 18.50% 
RS6_MOUSE 0 0.00% 200.00% 8.03% 
RS7_MOUSE 2 11.90% 0.00% 0.00% 
RS8_MOUSE 4 23.60% 300.00% 18.80% 
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RSSA_MOUSE 2 9.49% 200.00% 10.20% 
SDCB1_MOUSE 2 14.70% 0.00% 0.00% 
SERA_MOUSE 2 5.44% 0.00% 0.00% 
SET_MOUSE 3 20.40% 0.00% 0.00% 
SFRS1_MOUSE 6 30.20% 0.00% 0.00% 
SFRS5_MOUSE 2 8.89% 0.00% 0.00% 
SODC_MOUSE 2 14.90% 200.00% 14.90% 
SPTA1_MOUSE 0 0.00% 800.00% 7.12% 
SPTB1_MOUSE 0 0.00% 200.00% 1.55% 
STAT1_MOUSE 2 3.74% 0.00% 0.00% 
TADBP_MOUSE 2 14.50% 0.00% 0.00% 
TAGL2_MOUSE 2 15.10% 0.00% 0.00% 
TBA2_MOUSE 10 33.90% 600.00% 23.30% 
TBB2C_MOUSE 2 29.70% 0.00% 0.00% 
TBB5_MOUSE 16 52.90% 800.00% 31.30% 
TCP4_MOUSE 2 18.90% 0.00% 0.00% 
TCPA1_MOUSE,TCPA2_MOUSE 4 15.60% 200.00% 5.76% 
TCPB_MOUSE 3 10.30% 200.00% 6.36% 
TCPD_MOUSE 5 20.00% 400.00% 16.50% 
TCPE_MOUSE 4 19.40% 300.00% 11.30% 
TCPG_MOUSE 4 11.60% 200.00% 7.34% 
TCPH_MOUSE 2 9.01% 0.00% 0.00% 
TCPZ_MOUSE 2 8.29% 0.00% 0.00% 
TERA_MOUSE 7 13.40% 500.00% 9.93% 
THIL_MOUSE 0 0.00% 200.00% 9.67% 
THIM_MOUSE 0 0.00% 500.00% 23.40% 
THY1_MOUSE 5 25.90% 500.00% 25.90% 
TKT_MOUSE 5 12.20% 300.00% 9.47% 
TLN1_MOUSE 10 9.17% 0.00% 0.00% 
TM16F_MOUSE 2 4.28% 0.00% 0.00% 
TPIS_MOUSE 5 41.80% 200.00% 19.30% 
UBE1X_MOUSE 6 10.10% 300.00% 5.10% 
UBIQ_MOUSE 2 32.90% 0.00% 0.00% 
UQCR2_MOUSE 0 0.00% 200.00% 5.52% 
URP2_MOUSE 5 12.80% 200.00% 4.21% 
VDAC1_MOUSE 0 0.00% 300.00% 14.50% 
VDAC2_MOUSE 0 0.00% 200.00% 10.80% 









A Genetikai-, Sejt- és Immunbiológiai Intézet munkatársai validáltak néhány, a 
tömegspektrometriai mérés során azonosított fehérjét. Az Annexin V fehérjét áramlási 
citometriával is detektálták mind az apoptotikus testekben mind a 
mikrovezikulumokban. Az apoptotikus testekhez és a teljes sejthez viszonyítva is a 
mikrovezikulumok kevesebb felszíni annexin V-t tartalmaztak. Néhány további fehérje 
jelenlétét pedig Western Blottal igazolták. 
 Érdekes módon a fehérjék nagy részét (47%) mindkét vezikulum populációban 
azonosítottam. Az egyedi, mikrovezikulumokra jellemző fehérjék száma (38%) 
meghaladta az apoptotikus testekre jellemző fehérjékét (15%). 
Az azonosított citoplazmatikus és membránfehérjék aránya a fehérjék száma 
alapján az apoptotikus testben 3,82; a mikrovezikulmban 2,47, ami jól korrelál a kisebb 
méretű vezikulumok relatív nagyobb membránfelület méretével. Az azonosított fehérjék 
között szerepeltek enzimek (pl. kinázok, peptidázok), transzporterek, citokinek, 
ioncsatorna alkotók, transzkripció és transzláció szabályozók, transzmembrán 
receptorok (pl. G-fehérje-kapcsoltak), stb.. A 7 A és C ábrán mutatom be eloszlásukat 
az AT-ben és MV-ban, míg a 7 B és D ábrán az azonosított fehérjék szubcelluláris 

















































































































































































































































































































































































































 A két minta fehérjéi között egyaránt megtalálhatóak a citoszkeletális fehérjék 
(aktin és tubulin), citoszkeletális kötőfehérjék (ezrin, moezin, kofilin 1), metabolikus 
enzimek (gliceraldehid-3-foszfát-dehidrogenáz, alfa-enoláz, malát-dehidrogenáz 1, 
laktát-dehidrogenáz A és B)  és dajkafehérjék (T-komplex fehérje alegységek, hsp90). 
Érdekesség, hogy mind a mikrovezikulumok, mind az apoptotikus testek jelentős 
mennyiségben tartalmaztak különböző hisztonokat. A mintákban a hisztonok relatív 
mennyiségét „jelzés nélküli” kvantifikálással, kiválasztott csúcsintenzitások 
figyelembevételével határoztam meg. Az egyes hiszton családok relatív mennyiségét 
szintén meghatároztam. Az adott fehérje három legintenzívebb peptid 
ionkromatogramjának intenzitása alapján a hisztonok relatív mennyisége az apoptotikus 
testben az összfehérje mennyiség 20,3%-a, míg a mikrovezikulumokban 6,1%-a (8. 
táblázat). Az azonosított hisztonokat hiszton családokba soroltam és a családok relatív 
mennyiségét szintén meghatároztam (8. táblázat) 
 




IV. 3. 3. Biológiai és technikai reprodukálás 
 
 A fenti eredmények 3 biológiai és 3 technikai reprodukálásból származtak. Mind 
a mikrovezikulumok mind pedig az apoptotikus testek esetén a technikai és a biológiai 
replikátumokbol kapott eredmények (fehérjelisták) nagyon hasonlóak. Mind a technikai, 
mind pedig a biológiai reprodukálás nemzetközi összehasonlításban kiválónak számít. A 
gyakorlati szempontból fontosabb biológiai reprodukálás során mikrovezikulumokban a 
 Hiszton H3 család 3,9 1,5 
 Hiszton H4 család 4 1,1 
 Hiszton H2A család 5,4 1,2 
 Hiszton H2B család 5,2 1,6 
 
 
Hiszton H1 család  1,8 0,6 
    
         Összes hiszton 20,3 6,1 
Apoptotikus test Mikrovezikulum 
         % % 
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fehérjék 72%-át, apoptotikus testekben pedig a fehérjék 64%-át észleltem mindhárom 
esetben. A fehérjék további 20% ill 23%-át 2 mintában azonosítottuk, a fehérjék 
mindössze ca. 10%-a jelent meg csak egy minta esetén. A 8 A és B ábrán látható a 3 
biológiai reprodukálás során azonosított fehérjék száma Venn-diagramm formájában 




8. A ábra  Thymus eredetű mikrovezikulumokban azonosított fehérjék 3 






8. B ábra Thymus eredetű apoptotikus testekben azonosított fehérjék 3 







Kutatómunkám során a fehérjék vizsgálatára ESI ionforrással rendelkező Q-TOF 
Premier tömegspektrométert használtam. Mivel a munkám során elsősorban fehérje 
keverékeket vizsgáltam, a minta ionforrásba juttatása nanoUPLC-n keresztül történt, 
mellyel az elválasztás hatékonysága és az érzékenység jelentősen növelhető. Mintáim 
vizsgálatához az ESI ionforrást választottam, a folyadékkromatográfhoz történő on-line 
kapcsolás miatt, mivel komplex minták vizsgálata esetén a minta komponenseinek 
szétválasztása nélkülözhetetlen. A fehérjék azonosítását a „bottom up” eljárással 
végeztem.  
Ahhoz, hogy a thymus eredetű mikrovezikulumok és apoptotikus testek fehérjéit 
vizsgálhassam, számos gyakorlati problémát kellett megoldanom. Ezeket a 
következőkben tárgyalom. 
 
V. 1. Extracelluláris vezikulumok feltárása 
 
Mivel az extracelluláris vezikulumok tömegspektometriai vizsgálatával 
kapcsolatos irodalom a vezikulumok feltárásának módszerét kevéssé tárgyalja, munkám 
első lépése a vezikulumok a későbbi nanoUPLC-MS(MS) mérést nem zavaró 
feltárásának megoldása volt. 
A vezikulumok membránjának felnyitására és a fehérjék kiszabadítására 
különböző módszereket vetettem össze. A módszerfejlesztés során három módszert 
alkalmaztam. Az egyes módszereknek eltérő a munkaigényük. Az első esetben az 
extracelluláris vezikulum frakciót különböző felületaktív anyagok hatásának tettem ki. 
Ezen kívül elvégeztem a minták közvetlen SDS poliakrilamid gélelektroforézisét követő 
gélben történő emésztését is, mivel az irodalom elsősorban ezt a módszert használja. Az 
utolsó esetben a vezikula frakciót fagyasztás-olvasztás ciklusoknak tettem ki [92, 93]. A 
mintaelőkészítés módja megszabta a tripszines emésztés módját is; az első és utolsó 




V. 1. 1. Az egyes feltárási módszerek előnyei, hátrányai 
 
Felületaktív anyag alkalmazása esetén a mintaelőkészítés viszonylag kevés, 13 
lépésből állt. A felületaktív anyagok azonban elnyomták a jelet a tömeg spektrumban a 
ZipTip-es tisztítás és sómentesítés ellenére és nem azonosítottam a mintában fehérjét. A 
minta közvetlen SDS poliakrilamid gélen történő futtatása és emésztése segítségével 
néhány fehérjét azonosítottam; a mintaelőkészítés azonban igen hosszadalmas, 46 
lépésből áll (2 nap). A fagyasztás-olvasztásos módszer alkalmazásával tudtam elérni 
ennél rövidebb idejű és megfelelő mintafeltárást. A fagyasztás-olvasztás eljárás során az 
öt ciklus folyékony nitrogént (30 s) és a két ciklus -20 °C-on (1 óra) történő fagyasztást 
tartalmazó módszert találtam a legjobbnak. A mintaelőkészítés lényegesen rövidebb a 
gélelektroforézisnél (19 lépés szemben a 46 lépéssel). A fő előny azonban az, hogy a 
fagyasztás-olvasztás eljárással körülbelül négyszer több fehérjét azonosítottam a 
mintából (9. táblázat). A fagyasztás-olvasztás eljárással egy gyors, egyszerű és hatékony 
módszert dolgoztam ki a fehérjék feltárására az extracelluláris vezikulumokból. 
 
9. táblázat Vezikulumok feltárására alkalmazott módszerek 
összehasonlítása 
Módszer Mintaelőkészítés Azonosított fehérjék száma
Felületaktív anyag 13 lépés 0
1D SDS-PAGE 46 lépés 8







V. 2. „Mini” protokoll kis mennyiségű fehérje keverékek 
emésztésére 
 
A proteomikai vizsgálatok egyik kulcslépése a minta fehérjéinek emésztése. Ez 
standard fehérjék, illetve fehérjéket nagyobb mennyiségben tartalmazó biológiai minták 
esetén rutinszerű. Az emésztés történhet oldatban vagy gélben. Mindkét módszernek 
vannak előnyei, munkám során azonban az oldatban történő emésztés optimálását 
tűztem ki célul, mely alkalmasabb nagy áteresztőképességű vizsgálatok esetén. 
Az irodalomban számos protokoll található az oldatban történő tripszines 
emésztésre. Fontos, hogy a protokollok, melyeket használunk, robosztusak legyenek, 
hiszen igazolták, hogy a protokoll akár kis módosítása is jelentős hatással lehet a 
keverékek fehérjéinek meghatározására [97]. Az inkubációs idő 18 óráról 1 órára 
csökkentését például kedvezőnek találták [100], feltehetően a nem-specifikus hasítások 
csökkenése miatt. Egyéb módosítások közé tartozik a sav hatására elbomló felületaktív 
anyagok alkalmazása [98], amelyek elsősorban a tömegspektrometria szempontjából 
előnyösek. Az emésztés elősegíthető mikrohullám [102, 103, 112], vagy ultrahang [104] 
alkalmazásával. Leírtak monolit szilikára rögzített immobilizált tripszin [113] 
használatot és chip-alapú technikát [114] is. Egy nemrég megjelent közlemény a kis 
mennyiségű fehérje (150 ng) emésztését egy speciális készülékben (thermocycler) 
javasolja. Az emésztés 5 perc alatt megtörténik [99]. 
 
V. 2. 1 Kis térfogatban történő emésztés nehézségei 
 
Kis térfogatú minták emésztése esetén számos olyan tényezőt is figyelembe kell 
venni, melyek nagy térfogatú minták emésztése esetén nem jelentenek gondot így 
például a minta párolgása, anyag kitapadása az edényzet falához stb. Esetemben a 15 µL 
mintatérfogat még kezelhető volt, hiszen a reprodukálás és a fehérjeazonosítás hasonló, 
mint nagy minta térfogatok emésztése esetén.  
Ezen szempontok alapján dolgoztam ki egy egyszerű tripszines emésztési 
protokollt, mely alkalmazható kis mennyiségű fehérje kis térfogatban történő 
emésztésére (ng nagyságrendű össz-fehérje mennyiség, 15 µL térfogatban). A módszer 
további előnye, hogy hagyományos laboreszközöket igényel és protein keverékek 
emésztésére is alkalmazható. Az emésztés sikerességét és a mintában azonosított minor 
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és fő fehérje komponenseket nanoUPLC-MS(MS)-sel vizsgáltam. Az eredményeket az 
irodalomban szereplő nagy térfogatú emésztési protokollok eredményeivel vetettem 
össze.  
 
V. 2. 2 Választott minta 
 
A protokoll kidolgozásához hígított vérplazmát választottam, mely egy fő 
komponenssel (albumin) és számos jól ismert, kisebb mennyiségű komponenssel 
rendelkezik. Célom nem a plazma komponenseinek vizsgálata, hanem a 
módszerfejlesztés volt. Kiindulási mintamennyiségként 10 µL hígított plazmát 
használtam, ami körülbelül 3 pmol (200 ng) albumint és 0,3 pmol összmennyiségben 
egyéb minor komponenseket tartalmaz. Ehhez a mintához 2 pmol BLG belső standardot 
adtam, mely számos egyedi peptidfragmenssel rendelkezik. A belső standard 
alkalmazásának két előnye van: elsősorban lehetővé teszi a fél-kvantitatív becslést, 
másrészt segíthet a minta fehérjéinek különböző felületekre történő kitapadásának 
csökkentésében. Ez különösen kis mennyiségű ismeretlen minták (fmol tartomány) 
esetén kritikus. Ilyen esetben, a nagyobb mennyiségben jelenlevő belső standard (pl. 
BLG) fehérje segíthet a mintaveszteség csökkentésében a kompetitív adszorpció révén. 
Az emésztett fehérjekeveréket nanoUPLC-MS(MS) módszerrel vizsgáltam, a 
III. 4 fejezetben ismertetett módon. A minta fehérjéit és az emésztés melléktermékeit 
(pl. kihagyott hasítás) tandem tömegspektrometriával azonosítottam. A kvantitatív 
becsléseket a külön HPLC futásból származó, normál MS üzemmódban észlelt 
különböző jelintenzitások összehasonlításával végzetem. Az eredményeket a 
jelintenzitások és azonosított fehérjék száma alapján értékeltem ki. Az emésztést 





V. 2. 3 Reagensek mennyiségének optimálása 
 
A kezdeti módszerfejlesztés során változtattam a minta és a reagensek, így a 
RapiGest, DTT és jódacetamid mennyiségét. Mivel azt tapasztaltam, hogy a nagy 
mennyiségben alkalmazott RapiGest hátrányos a minor fehérjék azonosítása 
tekintetében, 5-10-szeresére csökkentettem mennyiségét az irodalmi protokollokhoz 
[98, 109, 110] képest. A jódacetamid és DTT mennyiségének változtatása nem 
befolyásolta jelentősen a kapott eredményeket. Az el nem reagált jódacetamid jelenléte 
miatt minimális O-alkilezés megfigyelhető volt a Mini protokoll esetén, ez azonban nem 
hátráltatta a fehérjék azonosítását. A kezdeti optimálási lépések után a tripszin 
mennyiségének (1:2,5, 1:5, 1:20 enzim: fehérje arány) és az inkubációs időnek (90 és 
180 perc) az emésztésre gyakorolt hatását vizsgáltam. A kiértékelés során a 
következőket ellenőriztem: azonosított fehérjék száma, kihagyott és nem-specifikus 
hasítás aránya és tripszin önemésztési fragmensek mennyisége. Az eredmények arra 
engedtek következtetni, hogy a magasabb tripszin: minta arány előnyösebb, 
különösképp a kis fehérjék azonosítása szempontjából, ezért a végső protokollban 1:2,5 
arányt használtam. A minta túlzott hígulásának elkerülése érdekében csak kis 
térfogatban adtam a reagenseket a mintához. A reprodukálhatóság növelése érdekében 
az 1 µL-nél kisebb folyadék mennyiségek hozzáadását elkerültem és reagens 
keverékeket adtam a mintához.  
 
V. 2. 4 Nagy tripszin : fehérje arány hatásai 
 
 A kidolgozott „Mini” protokoll az általánosan javasoltnál nagyobb tripszin: 
fehérje arányt alkalmaz. A kezdeti módszerfejlesztés arra engedett következtetni, hogy 
ez a kis mennyiségben található fehérjék azonosítását elősegíti. Annak igazolására, hogy 
a nagyobb tripszin: fehérje arány alkalmazása nem jár kedvezőtlen hatásokkal, 
megvizsgáltam számos tényezőt, mely erre hatással lehet. Tripszin önemésztési 
fragmenseket azonosítottam a mintában, melyek mennyisége növekedett a tripszin 
mennyiségével és az emésztés idejének előrehaladtával. Ezen fragmensek intenzitása 
azonban a legmagasabb tripszin: fehérje arány (1:2,5, mint a Mini protokoll esetén) és 
leghosszabb emésztés (3 óra) esetén sem közelítette meg az albumin fragmenseinek 
intenzitását; mennyiségük a minor fehérje komponensekhez hasonlított; és jelenlétük 
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nem akadályozta a plazmafehérjék azonosítását. Ilyen körülmények között egyetlen 
nem-specifikus hasítást azonosítottam, mely fragmens az albuminhoz tartozott, és 
szintén nem hátráltatta a vizsgálatot.  Ezzel szemben kihagyott hasítások (olyan 
szekvenciák melyben a proteáznak hasítania kellene, de nem hasít) gyakran 
előfordultak. Az adatbázisokban történő keresések során egy szekvencia szakaszon 
belül egy kihagyott hasítási helyet engedélyeztem. A „Mini” protokoll esetén ezen 
kihagyott hasítások kis mennyiségben voltak jelen, mennyiségük azonban növekedett a 
tripszin mennyiségének csökkentésével az általánosan használt 1:20 és 1:50 arányra. 
Három kiválasztott normál hasítású és a megfelelő kihagyott hasítást is tartalmazó 
peptid pár esetén összehasonlítottuk az intenzitásokat. Minden pár esetén ezek összegét 
tekintettük 100%-nak. Ez alapján következtetni tudtam a kihagyott hasítások 
gyakoriságára. A triptikus fragmensekhez viszonyítva a kihagyott hasítások átlagosan. 
10%-ban voltak megfigyelhetőek a Mini protokoll esetében, mely arány 2%-ra csökkent 
az inkubációs idő 3 órára történő növelésével. A tripszin mennyiségének 1:20 arányra 
csökkentésekor a kihagyott hasítások nagyobb százalékban voltak jelen; másfél óra 
emésztés során 25%-ban, míg 3 óra esetén 15%-ban. Úgy tűnik, hogy alacsonyabb 
tripszin: fehérje arány esetén az emésztés nem valósul meg néhány óra alatt. A 
kidolgozott protokoll hatékonyságának ellenőrzésére az azonosított fehérjék számának 
összehasonlítása a legkézenfekvőbb. A Mini protokollt használva, de a tripszin 
mennyiségét csökkentve 1:2,5, 1:5 és 1:20 arányra az azonosított fehérjék száma (a 
„laza” követelményt használva) a következőképpen csökkent: 20, 18 és 15. Az emésztés 
idejének 3 órára történő növelése nem volt jelentős hatással az azonosított fehérjék 
számára. Hosszabb, pl. éjszakán át tartó emésztés vagy mikrohullámú besugárzás esetén 
az optimális tripszin mennyiség feltételezhetően csökkenthető, munkám során ezek 
optimálásával nem foglalkoztam.  
Szeretném hangsúlyozni, hogy a kidolgozott protokollal nem a jobb eredmények 
elérése volt a célom, hanem az, hogy olyan protokollt találjak, mely működik kis 
mintamennyiség kis térfogatú emésztése esetén. Habár a protokoll kidolgozása tripszin 
emésztőenzim alkalmazásával történt, valószínűsíthető, hogy a koncepció más 
emésztőenzimek például Glu-C esetén is működne. Ilyen esetekben (miként a tripszines 
protokoll esetén) a felhasznált reagensek térfogatának minimalizálására kell törekedni; 
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relatív magas enzim: analit arányt szükséges használni és a minta teljes bepárlása 
elkerülendő.  
 
V. 3. Thymus eredetű mikrovezikulumokban és apoptotikus 
testekben azonosított fehérjék jelentősége  
 
 A thymus (csecsemőmirigy) egy központi immunszerv, melyben a T-limfocita-
előalakok előbb a pozitív majd a negatív szelekción esnek át. A thymus tehát a sejtes 
immunválaszért felelős T-limfociták termelődésének és érésének legfőbb helyszíne, így 
a szervezet ellenálló rendszerének legfontosabb központi szerve. Jelentősen hozzájárul a 
védekező sejtes immunválasz kialakulásához és egyidejűleg megakadályozza a 
patológiás autoimmunitást. Egyik fontos tulajdonsága az antigének sokaságának 
ektópikus génexpressziója.  
Vizsgálataim középpontjában a thymus által szekretált két vezikulum populcáció 
proteomikai vizsgálata állt, melyek az irodalomban meglepő módon kevésbé 
jellemzettek az exoszómáknál. A T-limfociták érése során a saját epitópok bemutatása 
kulcsfontosságú. Elsősorban az érdekelt, hogy a thymus eredetű apoptotikus testek és 
mikrovezikuluomok szerepet játszanak-e a szöveti antigének terjesztésében és ezáltal 
szerepet játszanak-e a szelekciós folyamatokban. Habár tömegspektrometria 
segítségével nem mutattam ki a mintákban ektópikusan expresszált szöveti fehérjéket, 
ez nem zárja ki jelenlétüket a vezikulumokban a tömegspektrometria kimutatási 
határánal alacsonyabb mennyiségben. Számos olyan fehérjét azonosítottam, melyek 
segítségével ezen szubcelluláris struktúrák thymusban betöltött szabályozó szerepével 
kapcsolatos új információkhoz juthatunk.  
 
V. 3. 1 A preparátum lehetséges szennyezései 
 
 Az együttműködő partnereink egy nemrég megjelent közleményükben igazolták, 
hogy a mikrovezikulumok a fehérje komplexekkel azonos biofizikai paraméterekkel 
rendelkeznek [37]. Éppen ezért nemcsak a mikrovezikulumok detektálásakor zavarnak a 
fehérje aggregátumok, hanem a mikrovezikulum preparátumokat szennyezhetik is a 
fehérje komplexek [37]. Fontos ezért az izolált mikrovezikulumok proteomikai 
adatainak kellő körültekintessél való kezelése. A jelen munka során thymocyták 
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szérummentes szövettenyészeti felülúszóját vizsgáltam. A nem vezikula eredetű 
szennyező fehérje aggregátumok jelenlétét az együttműködő partnerek 0,05% Triton X-
100-zal történő lízis alapján áramlási citométerrel történő detektálás alapján kizárták, 
hiszen a vezikulum preparátum minden struktúrája eltűnt. 
  
V. 3. 2 Azonosított fehérjék jelentősége 
 
 A találati listában szereplő fehérjék közül azokat fogadtam el, melyekhez 
legalább két peptidfragmenst azonosítottam és a minimum Mascot pontszám egy biztos 
találatnak felelt meg (p<0,01). Ilyen feltételekkel az egér thymus sejtekből származó 
apoptotikus testekben 142, míg a mikrovezikulumokban 195 fehérjét azonosítottam.  
A fehérjék többségét (citoszkeletális fehérjék, citoszkeletális kötőfehérjék, metabolikus 
enzimek stb.) már különböző eredetű exoszómákban [22, 23, 115] is azonosították; úgy 
tűnik tehát, hogy a különféle típusú vezikulum populációk azonos fehérjékkel is 
rendelkeznek.  
  Számos olyan fehérjét azonosítottam, melyekről korábban már igazolták, hogy 
autoantigének humán autoimmun megbetegedésekben. Mindkét populáció tartalmazott 
egy glikolitikus enzimet az alfa-enolázt, melyről feltételezik, hogy szerepet játszik a 
rheumatoid arthrithis és egyéb autoimmun betegségek patomechanizmusában [116-
118]. Sikerült továbbá hősokk fehérjéket is azonosítanom, melyek feltételezhetően 
atherosclerosisban játszanak szerepet, mint autoantigének [119, 120]. Mindkét 
vezikulum populációban detektáltam hisztonokat (H1-H4). A hisztonok a nukleoszómák 
fő alkotói, melyeket elsődleges autoantigén célpontnak tekintenek a szisztémás lupus 
erythematosus-ban (SLE) [121]. Ezen autoantigének jelenléte a thymus eredetű 
apoptotikus testekben és mikrovezikulumkban rendkívül érdekes, hiszen a patológiás 
autoimmunitás kialakulásának hátterében a centrális tolerancia autoantigének iránti 
megváltozása áll. 
 A hisztonok mennyisége az apoptotikus testekben nem meglepő, ha a 
képződésük mechanizmusára gondolunk. Meglepő módon azonban a 
mikrovezikulumokban is nagy mennyiségű hiszton fehérjét azonosítottam. 




 A vizsgálat másik érdekes eredménye a vezikulumokban kulcsfontosságú 
szabályozó és jelző molekulák, mint például az elongációs factor 2 (EF2) azonosítása. 
Az EF2 a transzkripciós faktorok egyik csoportját képezi; feladatai közé tartozik a 
sejtciklus szabályozása, az emlős sejtekben a DNS szintézise, tumorigenezis, apoptózis 
és differenciáció [122]. Egy másik szabályozó molekula, melyet a thymus eredetű 
vezikulumokban azonosítottunk a tirozin-protein kináz lck (LCK). Ez a molekula 
elengedhetetlen szerepet játszik a T-sejt receptor (TCR)- kapcsolt jelátviteli 
folyamatban. Éppen ezért ez a molekula különös jelentőségű a thymusban fejlődő T-
sejtek kiválasztásában és érésében, valamint az érett T-sejtek funkcióiban. A galectin-1 
feltételezhetőleg szerepet játszik az apoptózis indukálásában és a T-sejt pusztulás 
szabályozásában [123, 124]. Munkám során kimutattam a galectin-1 fehérjét a thymus 
eredetű mikrovezikulumokban tömegspektorometria segítségével. Ezt az eredményt az 
együttműködő partnereink Western Blot segítségével is igazolták. Ez alátámasztja az 
extracelluláris vezikulumoknak a thymus működésének szabályozásban betöltött 
szerepét.  
 Kimutattam a thymus eredetű mikrovezikulumokban egy kalcium-kötő fehérjét a 
kalmodulint is, melyről szintén igazolták, hogy különböző sejtes funkciókat szabályoz, 
így például a limfociták aktiválódását és érését is [125].  
Az apoptózissal összefüggő extracelluláris vezikulum képződés a thymusban 
várhatóan nagy mennyiségben fordul elő, különösképp, ha figyelembe vesszük a 
thymusra jellemző rendkívül nagy apoptózis arányt [105]. Ezért feltételezhetően ezen 
szubcelluláris szerkezetek a thymus környezetében jelentős moduláló hatások 
közvetítésében játszhatnak szerepet.  
Számos immunrendszerben kulcsfontosságú molekula jelenlétét azonosítottuk a 
vezikulumokban, így például az MHCI és MHCII molekulákat, valamint CD5 és CD97 
(mikrovezikulumokban), továbbá mindkét vezikulum típusban a CD45 molekulát. Az 
adatok arra utalnak, hogy létezik kétirányú extracelluláris vezikulumok által közvetített 







 Kutatómunkám során folyadékkromatográfiával kapcsolt 
tömegspektrometriás módszert alkalmaztam thymus eredetű membrán veziukulmok 
fehérjéinek meghatározására. A vezikulumok sikeres analitikájahoz nélkülözhetetlen 
módszereket, protokollokat dolgoztam ki. Legfontosabb eredményeim és az ezekből 
levonható következtetések az alábbiakban foglalhatók össze:  
 
1. Megoldottam vezikulumok feltárását, mely a később alkalmazandó nanoUPLC-MS 
analitikát nem zavarja és számos előnnyel rendelkezik a szokásos 
gélelektroforézishez képest. A módszer fagyasztás-olvasztás ciklusok alkalmazásán 
alapul, alkalmazásával körülbelül négyszer több fehérjét azonosítottam a vezikulum 
mintákban, mint gélelektroforézissel. 
2. Kidolgoztam egy miniatürizált tripszines emésztési protokollt („Mini protokoll”), 
mely jól alkalmazható kis összfehérje mennyiségű minta kis térfogatban történő 
emésztésére és amely alkalmas különböző komplex biológiai minták minor fehérje 
komponenseinek hatékony azonosítására. Az eredmények azt mutatják, hogy ennek 
segítségével még 100 fmol (10 ng) mennyiségű fehérjekeverék is jól kezelhető. Az 
emésztést követő HPLC-MS/MS vizsgálat során ebben a keverékben 10-20 fmol 
mennyiségben jelen levő minor fehérjekomponensek is kimutathatók. A kidolgozott 
protokoll a gyakorlati proteomika egyik fontos problémáját oldja meg. A 
kidolgozott protokoll segítségével kis mennyiségben rendelkezésre álló minták is 
analizálhatók, ez tette lehetővé extracelluláris vezikulumok vizsgálatát.  
3. A kidolgozott munkafolyamat segítségével sikeresen azonosítottam egér thymus 
eredetű extracelluláris vezikulumok fehérjéit. Apoptotikus testekben 142, 
mikrovezikuulmokban pedig 195 fehérjét azonosítottam. Megállapítottam, hogy az 
apoptotikus testek és mikrovezikulumok fehérjéi nagy részben azonosak. Az 
azonosított fehérjék alapján több, biológiai szempontból jelentős következtetést 
tudtunk levonni. Számos olyan fehérjét azonosítottam, melyekről korábban már 
igazolták, hogy autoantigének humán autoimmun megbetegedésekben. A vizsgálat 
másik érdekes eredménye kulcsfontosságú szabályozó és jelzőmolekulák, mint 




4. A mikrovezikulum és apoptotikus test mintákban meghatároztam a hisztonok 
mennyiségét „jelvés nélküli” kvantifikálással. Az azonosított hisztonokat hiszton-
családokba soroltam és ezek mennyiségét szintén meghatároztam. Megállapítottam, 





A Semmelweis Egyetem Genetikai-, Sejt-, és Immunbiológiai Intézetével 
együttműködésben végzett munkám során thymus eredetű mikrovezikulumok és 
apoptotikus testek fehérje összetételét határoztam meg folyadékkromatográfiával 
kapcsolt tömegspektrometriás módszerrel. Számos, az immunrendszerben 
kulcsfontosságú molekula jelenlétét azonosítottam a vezikulumokban. Ez arra utal, hogy 
létezik kétirányú extracelluláris vezikulumok által közvetített párbeszéd az érő T-sejtek 
és az antigén prezentáló thymus sejtek között.  
A kis mennyiségben rendelkezésre álló vezikulumok, illetve az ebből kinyerhető 
komplex fehérjeminták analízisének több problematikáját megoldottam. Módszert 
dolgoztam ki a vezikulumok feltárására, mely a később alkalmazandó LC/MS analitikát 
nem zavarja. A módszer fagyasztás-olvasztás ciklusok alkalmazásán alapul, 
alkalmazásával körülbelül négyszer több fehérjét azonosítottam a vezikulum mintákban, 
mint az irodalomban általánosan alkalmazott gélelektroforézissel. Ezt követően egy 
miniatürizált emésztési protokollt dolgoztam ki. A protokoll alkalmas kis összfehérje 
mennyiségű minta kis térfogatban történő emésztésére továbbá különböző komplex 
biológiai minták minor fehérje komponenseinek hatékony azonosítására is. A protokoll 
könnyen kivitelezhető, továbbá nem igényel különleges laboreszközöket. Igazoltam, 
hogy az általam fejlesztett miniatürizált emésztési protokoll robosztus és jól 
felhasználható különböző tömegspektrometrián alapuló proteomikai alkalmazásokra. A 
kidolgozott munkafolyamatot egér thymus eredetű extracelluláris vezikulumok 
fehérjéinek meghatározására alkalmaztam. Az apoptotikus testekben 142, 
mikrovezikuulmokban pedig 195 fehérjét azonosítottam. Ezen fehérjék között 









In my PhD work, in collaboration with the  Department of Genetics, Cell- 
and Immunobiology of the Semmelweis University, I have determined the protein 
composition of thymocyte-derived microvesicles and apoptotic bodies using a nanoLC-
MS/MS technique. The presence and abundance of proteins with high immunological 
relevance within thymocyte-derived apoptotic bodies and microvesicles suggest that 
these subcellular structures may substantially modulate T-cell maturation processes 
within the thymus.  
In order to achieve these results, I had to solve a number of analytical problems 
related to the analysis of minute amounts of protein mixtures; such as those present in 
extracellular vesicles. I have developed a method for extracting the protein content of 
extracellular vesicles; which does not interfere with LC-MS analysis. The method is 
based on freeze-thaw cycles and using this method I have identified four times more 
proteins than with gel electrophoresis used in the literature. Next, I have developed a 
miniaturized tryptic digestion protocol. The protocol works well for small amounts of 
proteins using a small volume of reagents and is capable of detecting minor proteins 
present in complex biological mixtures. The developed miniaturized digestion protocol 
proved to be robust and well suited for mass spectrometry based proteomic applications. 
The developed workflow has been applied for the determination of proteins present in 
mouse thymocyte-derived extracellular vesicles. The developed workflow has been 
applied for the determination of proteins present in mouse thymocyte-derived 
extracellular vesicles. I have identified 142 and 195 proteins respectively, in apoptotic 
bodies and microvesicles. Among these I could detect autoantigens and important 
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